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RESUME 
La cellule est susceptible de modifier l’expression de ces gènes en fonction de son 
environnement. Dans les cellules eucaryotes, la régulation de l’expression de ces gènes se 
présente dans plusieurs étapes. Cette régulation peut intervenir dès la transcription de l’ADN 
jusqu’au devenir des transcrits. La régulation post-transcriptionnelle tient un rôle déterminant 
dans la synthèse protéique. Elle regroupe l’ensemble des contrôles qui s’exercent sur les 
transcrits. Cette régulation est induite en réponse à différents stimuli comme la différenciation ou 
lors de stress cellulaires. En situation de stress, la traduction canonique dépendante de la coiffe 
est bloquée, à l’exception de certains ARNm essentiels pour assurer la survie des cellules. De ce 
fait, les cellules mettent en place un mécanisme alternatif afin de continuer la traduction. Un des 
mécanismes de traduction, implique le site d'entrée interne du ribosome ou IRES (Internal 
Ribosome Entry Site). L'IRES est une séquence en structure secondaire dans la partie 5' non-
traduite de certains ARNm. Il existe des facteurs responsables de leur activation appelés ITAF ou 
IRES-transacting factor, permettant le recrutement des ribosomes pour initier la traduction. Les 
protéines pouvant se lier aux ARN sont les acteurs majeurs de l’activation des IRES. 
Mon travail de thèse est d’étudier les régulateurs post-transcriptionnels en réponse à différents 
stimuli par le biais de la traduction IRES-dépendante. 
Dans la première partie de mon projet, nous avons montré la régulation de la traduction via 
l’activation de l’IRES du FGF1 et ce de manière promoteur-dépendante au cours de la 
différenciation des myoblastes. Grâce à la technique de résonance plasmonique de surface (SPR) 
nous avons découvert deux protéines p54nrb/NONO et hnRNPM en tant qu’ITAF capables de 
former un complexe pour activer l’IRES du FGF1 durant la différenciation des myoblastes. 
Dans la deuxième partie de ma thèse, nous avons démontré l’existence de l’IRES du VEGFD 
durant un choc thermique dans les cellules cancéreuses. Nous avons aussi découvert que cette 
activation est médiée par un ITAF qui est la nucléoline, jamais démontrée auparavant comme 
ITAF de l’IRES du VEGFD. D’après nos résultats, le stress thermique induit la délocalisation de 
la nucléoline du noyau vers le cytoplasme pour changer la conformation de l'IRES du VEGFD 
afin de continuer sa traduction. 
Dans la troisième partie de mon projet, j’ai étudié de manière générale la régulation des gènes 
angiogéniques et lymphangiogéniques. L’ensemble des données montre que ces gènes sont 
majoritairement régulés au niveau traductionnel dans les cardiomyocytes en condition hypoxique. 
En étudiant les IRES angiogéniques et lymphangiogéniques, nos résultats montrent l’activation 
de ces IRES à différents temps au cours de l’hypoxie précoce. Dans la même condition, nous 
avons découvert la protéine vasohibin-1 comme ITAF hypoxique et spécifique de l’IRES du 
FGF1 dans les cardiomyocytes. 
En conclusion, nous avons découvert différents ITAF spécifiques à un IRES et en fonction du 
stress. p54nrb/NONO, hnRNPM sont des ITAF de l’IRES du FGF1 durant la différenciation 
cellulaire et la vasohibine-1 en hypoxie dans les cardiomyocytes. La nucléoline permet d’activer 
un IRES du VEGFD en réponse au choc thermique.
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SUMMARY 
 In cell, gene expression can be modified depending on the cellular microenvironment. 
Regulation of gene expression occurs at different levels, ranging from the transcription of the 
DNA to the mRNA. Among the post- transcriptional regulation, the control of translation plays 
a crucial role. In particular, the translational regulation occurs in response to different stimuli 
such as cell differentiation or cell stress. In stress condition, the canonical cap-dependent 
translation is blocked, excepted some mRNAs that are translated by alternative mechanisms. One 
of these mechanisms involves the structural elements of the mRNAs, the IRES (Internal 
Ribosome Entry Sites). The IRES activation involves some factors called ITAFs (IRES trans-
acting factors), which allow the internal recruitement of ribosomes to initiate translation. 
My thesis is to study the mechanisms of IRES-dependent translation regulation in response to 
different stimuli, and to identify ITAFs responsible for this regulation. 
In the first part of my project, we have shown that the translation controlled by the FGF1 
mRNA IRES is activated. This activation depends on its own promoter during the early phase of 
murine myoblast differentiation. Through biomolecular interaction analysis technology by surface 
plasmon resonance coupled to mass spectrometry (BIA/MS), we identified two proteins, 
p54nrb/NONO and hnRNPM bound both to the IRES and the FGF1gene promoter. These two 
proteins are both ITAFs activators of IRES and activators of FGF1 promoter transcription, 
resulting in a coupling of transcription and translation responsible for the induction of the FGF1 
expression during myoblast differentiation. 
In the second part of this thesis, we demonstrated the existence of an IRES within the VEGFD 
mRNA. This IRES is activated by heat shock in mammary murine carcinoma. BIA/MS 
technology has enabled us to identify nucleolin as ITAF responsible for this activation. SHAPE 
experiments revealed the presence of two alternative structures of VEGFD IRES. According to 
our results, the heat shock induced the relocation of nucleolin from the nucleus to the cytoplasm, 
suggesting its binding to the mRNA in the cytoplasm could stabilize the conformation of the 
mRNA VEGFD IRES and activate its translation. 
The third part of my thesis focused on translational regulation of lymphangiogenic and 
angiogenic genes into cardiomyocytes in hypoxic conditions. The data obtained by the semi-
global approach Fluidigm indicate that only few genes are induced at the transcriptional level, 
while the majority of them, especially those which have the mRNA IRES, are activated at 
translational level in hypoxic cardiomyocytes. I have also shown that the mRNA IRES of factors  
(lymph)angiogenic VEGF and FGF are activated during early hypoxia. Through Technology 
BIA/MS, I identified a specific hypoxic ITAF of FGF1 IRES in cardiomyocytes: it is the 
vasohibin - 1 protein involved in angiogenesis and stress tolerance. 	  
So, my thesis has enabled to make progress in understanding the mechanisms of IRES-
dependent translation regulation. In addition, I have demonstrated that in cardiomyocytes during 
hypoxia the gene expression is surprisingly regulated at translational level. My work led to the 
identification of several molecular actors responsible for the regulation of mRNA 
(lymph)angiogenic factors translation, which could play a key role in ischemic pathologies and in 
cancer, and provide new targets therapeutic.                                                                                  .
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Liste des abréviations  
4EBP : eIF4E binding protein 
4EHP : eIF4E homologous protein 
ADAM : a disintegrin and metalloprotéinase 
ADN : acide desoxynucléique 
ALK : anaplastic lymphoma kinase 
ANGPT : angiopoïetine 
AP1 : activator protein 1 
ARN : acide desoxyribonucléique 
ARNm : ARN messager 
ARNnc : ARN non codant 
ARN pol II : ARN polymérase II 
ARNr : ARN ribosomique 
ARNt : ARN de transfert 
ATF6 : activated transcription factor 6 
AUG : codon initiateur  (méthionine) 
AVC : accident vasculaire cérébrale 
BiP : binding immunoglobulin protein 
BMP7 : bone morphogenetic protein 7 
BRE : B recognition element 
C/EBP-δ  : CCAAT/enhancer-binding 
protein-δ 
CCR4 : chemokine C-C motif receptor4 
CDK9 : cyclin-dependent kinase 9 
ChiP : chromatin immunoprecipitation 
COUP-TF : COUP transcription factor 2 
CrPV : cricket paralysis virus 
CSFV : classical swine fever virus 
CTD : C-terminal domain 
CUG : codon initiateur  (leucine) 
Cyr 61 : cysteine-rich angiogenic protein 61 
eEF : eukaryotic longation factor 
EGFR : epidermal growth factor receptor 
eIF : eukaryotic initiation factor 
EMCV : encephalomyocarditis virus 
ERAD : endoplasmic reticulum-associated 
protein degradation 
eRF : eukaryotic releasing factor 
ERK : extracellular signal-regulated kinases 
FBXW7 : F-Box And WD repeat domain 
containing 7 
FECH : ferrochelatase 
FGF : fibroblast growth factor  
FGFR : fibroblast growth factor receptor 
FIFG : c-Fos induced growth factor 
FMDV : foot-and-mouth disease virus 
GBM-SCs : glioblastoma-stem cells 
GCN : general control nonderepressible 2 
GM-CSF : Granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor 
GTP : guanosine triphosphate 
HAV : hepatitis A virus 
HCV: hepatitis C virus 
HIF : hypoxia inducible factor 
HMW : high mass weight 
HNF-4α  : hepatocyte nuclear factor 4 alpha 
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hnRNP : heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein 
HR1 : hemin regulated inhibitor kinase 
HRE : hypoxia response element 
HSE : heat shock element 
HSF : heat shock factor 
HSPs : heat shock proteins 
HuR : human antigen R 
IGF : insulin-like growth factor 
IGF1-R : insulin-like growth factor 1 
receptor 
INR : initiator element 
IRE : iron responsive element 
IRE1α  : inositol requiring enzyme 1 a 
IRES : internal ribosome entry site 
IRP1 : iron responsive protein-1 
ITAF : IRES-trans-acting factors 
LEDGF : lens epithelium-derived growth 
factor 
LPS : lipopolysacharide 
m7GTP : 7-methylguanosine 5’ 
triphosphate 
MAPK : mitogen-activated protein kinase 
miR : micro ARN 
MNK1 : MAPK interacting kinase 1 
mTOR : mammalian/mechanistic target of 
rapamycin 
NGFB : nerve growth factor beta 
NLS : nuclear localization signal 
NOS2 : nitric oxyde synthase 2 
ODDD : oxygen dependent degradation 
domain 
OMS : organisation mondial de la santé 
ORF : open reading frame 
p53 : protein 53 
p54nrb/NONO : Non-POU domain-
containing octamer-binding protein 
p75 : protein 75 
PABP : polyA-binding protein 
PAI-1 : plasminogen activator inhibitor-1 
PCBP1 : poly (rC)-binding protein1 
PDGF : platelet derived growth factor 
PERK : protein kinase RNA  (PKR)-like 
endoplasmic reticulm kinase 
PHD : prolyl hydroxylase domain protein 
PI3K : phosphoinositide 3-kinase 
PIC : pre-inititation complex 
PKR : protein kinase regulated 
PSF : polypyrimidine tract-binding protein 
associated splicing factor 
PTB : pyrimidine tract binding protein 
RBD : RNA binding domain 
RBM : RNA binding motif domain 
RBP: RNA binding protein 
RE : réticulum endoplasmique 
RFX : regulatory factor X 
SLC43A2 : solute carrier family 43  (amino 
acid system L transporter) member2 
SNAT2 : system A amino acid transporter 
snRNP : small nuclear ribonucleoprotein 
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SP1 : trans-acting transcription factor 1 
SRE : serum response element 
STAT3 : Signal transducer and activator of 
transcription 3 
TAF : TBP-associated factors 
TBP : TATA binding-protein 
TEFb : positive transcription elongation 
factor 
TFII : transcription factor for RNA 
polymérase II 
TGFβ  : transforming growth factor beta 
TMEM79 : transmembrane Protein 79 
UBN1 : ubinuclein 1 
UPR : unfolded protein response 
UTR : untranslated region 
VEGF : vascular endothelial growth factor  
VEGFR : vascular endothelial growth factor 
receptor 
VHL : Von Hippel Lindau 
XBP-1 : X-box binding protein 1 
XIAP : X-linked inhibitor of apoptosis 
protein 
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INTRODUCTION 
 
Régulat ion de l ' express ion génique :  
 
L’information génétique portée par l’ADN est la même dans toutes les 
cellules. Elle est essentielle au développement et au fonctionnement de l’organisme. 
Cependant, chaque cellule a sa fonction et n’exprime donc pas les mêmes gènes. 
De ce fait, la régulation de l’expression des gènes est mise en place pour que 
chaque cellule mène à bien ses fonctions en adéquation avec son environnement. 
Cette régulation survient à toutes les étapes de l'expression génique, de l’ADN à la 
protéine. Celle-ci intervient donc au niveau de la transcription, la maturation, 
l'export, la stabilité et la traduction des ARNm, ainsi qu'au niveau post-
traductionnel par la modification et la dégradation des protéines (Figure 1). 
 
Figure 1 : Régulation de l’expression génique. La transcription et la maturation se font dans 
le noyau. L’ARN mature est transporté dans le cytoplasme où il sera traduit, dégradé ou stocké. 
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La protéine traduite va subir des modifications post-traductionnelles dans le réticulum 
endoplasmique avant d’atteindre une localisation précise pour fonctionner. 
I-1 Les différentes étapes de la régulation de l'expression 
génique 
 
Avant la transcription, l’ADN subit une première régulation, l’épigénétique 
qui module l’accessibilité de la double hélice à la machinerie transcriptionnelle. 
L’ADN peut être modifié directement par méthylation, ce qui inhibe la 
transcription, ou la modification peut se faire au niveau de la chromatine 
(association ADN et histones). En effet, l’ADN est associé à des protéines qui sont 
les histones, formant ainsi les nucléosomes. Les histones subissent des 
modifications post-traductionnelles (acétylations, méthylations, phosphorylations, 
ubiquitylations) qui influent sur la densité des nucléosomes, rendant ainsi une 
conformation relâchée (euchromatine) ou condensée (hétérochromatine) de la 
chromatine. L’euchromatine permet la transcription tandis que l’hétérochromatine 
réprime la transcription.  
  I-1-1 La transcr ipt ion 
 La transcription est caractérisée par la synthèse d'ARN à partir d'une matrice 
d’ADN. Elle est catalysée par une ARN polymérase, qui synthétise l'ARN en lisant 
l'ADN de 5’ en 3’. La transcription présente trois étapes : l’initiation, l’élongation et 
la terminaison. Le processus de la transcription est complexe mais l’étape cruciale 
est l’initiation de la transcription. 
   I-1-1-1- Le mécanisme d'initiation de la transcription 
Chez les eucaryotes, il existe 3 types d’ARN polymérases. L’ARN 
polymérase I, la plus active, permet de synthétiser les ARN ribosomiques (ARNr) 
dans le nucléole, excepté l'ARN 5S. L’ARN polymérase II synthétise les 
précurseurs des ARNm dans le noyau ainsi qu'un grand nombre d'ARN non-
codants (ARNnc) comme les petits ARNs nucléaires snRNA, les microARNs et les 
longs ARNnc. Quant à l’ARN polymérase III, elle synthétise les ARN de transfert  
(ARNt) ainsi que l'ARNr 5S dans le noyau. 
Contrairement à ce qui se passe chez les procaryotes, chez les eucaryotes 
l’ARN polymérase II ne travaille pas seule mais elle est accompagnée de nombreux 
co-facteurs protéiques qui sont recrutés les uns les autres pour former le complexe 
d’initiation. Ces facteurs peuvent être généraux comme les TFII pour 
	   	   Introduction	  	  
	   12	   
« Transcription Factor for RNA polymerase II » qui se fixent au niveau de la région 
promotrice commune à plusieurs gènes de manière constitutive. 
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L’ARN polymérase II associée à des facteurs de transcription généraux 
forment le complexe de pré-initiation de la transcription (PIC), au niveau d’une 
séquence spécifique du promoteur (Thomas et al 2006). Chez les archées et les 
eucaryotes, les promoteurs contiennent une séquence conservée appelée la boîte 
TATA (Mathis et al 1981), nécessaire au recrutement des facteurs de transcription. 
Elle est située entre 25 et 35 paires de bases (pb) en amont du site de démarrage de 
la transcription. La boite TATA est reconnue par le facteur de transcription TFIID, 
complexe multiprotéique composé de la TATA Binding-Protein (TBP) associée aux 
TAF (TBP-associated factors). Cette liaison est stabilisée par TFIIA (Gill 2001). 
TFIIB se fixe à son tour sur TFIID en reconnaissant un motif BRE (B recognition 
element) en amont de la boîte TATA (Lagrange et al 1998). L’ensemble permet le 
recrutement de l’ARN polymérase II ainsi que le facteur TFIIF. Ensuite TFIIE est 
recruté au niveau du complexe, il a pour rôle de rendre accessible l’ADN. Puis 
TFIIH est recruté, il a une activité enzymatique facilitée par TFIIE. TFIIH 
phosphoryle l’ARN polymérase du côté C-terminal ce qui va déclencher la 
transcription. TFIIE et TFIIH, en plus de leur rôle dans la formation du PIC, 
jouent également un rôle dans la transition entre l’initiation et l’élongation de la 
transcription (Okamoto et al 1998). Toutefois, certains promoteurs ne disposent 
pas de TATA box mais présentent d’autres éléments comme l’initiateur INR. 
L’INR se trouve entre -3 et -5 du site d’initiation de la transcription et il est 
reconnu par TFIID. Ainsi, l’ARN polymérase II peut initier la transcription avec 
l’INR seul (Figure 2). 
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Figure 2 : Initiation de la transcription. La TBP (TATA binding protein) du complexe TFIID 
reconnaît la boite TATA. TFIIA et TFIIB se fixent sur TFIID. TFIIB reconnaît la séquence 
BRE. L’ARN polymérase II est recrutée avec TFIIF pour former le complexe de pré-initiation  
(PIC). TFIIE et TFIIH arrivent à leur tour. TFIIH phosphoryle le domaine CTD de l’ARN 
polymérase. 
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I-1-1-2 - La régulation de la transcription 
La formation du complexe d'initiation de la transcription (ARN polymérase 
II associée à ses co-facteurs) qui aboutit à l'activation du promoteur est contrôlée 
par différents paramètres. En particulier le contrôle se fait via le remodelage de la 
chromatine et la fixation de facteurs spécifiques à des séquences distantes de la 
boîte TATA appelées "enhancers", ceci en réponse à divers stimuli extra- ou 
intracellulaires (Emerson 2002). La transcription est également régulée par des 
facteurs répresseurs. 
L’amplificateur ou enhancer est une séquence sur laquelle se lie un ou 
plusieurs facteurs de transcription, qui n’est pas forcément proche du gène régulé. 
Cette séquence cis-régulatrice est située principalement en amont du gène 
concerné, parfois à des milliers de nucléotides du point d'initiation de la 
transcription. L'enhancer peut aussi se trouver en aval du site d'initiation de la 
transcription. Il recrute des facteurs trans-activateurs (Figure 3). 
 
Figure 3 : Régulation de la transcription 
Il existe aussi des séquences régulatrices en cis inhibant la transcription 
appelées silencers qui lient des régulateurs en trans, ce sont les répresseurs 
transcriptionnels. Ils peuvent agir de deux manières, soit en se liant directement au 
promoteur soit en se liant à l’enhancer pour bloquer la transcription. 
Le domaine carboxy-terminal de l’ARN polymérase II dit CTD (C-terminal domain 
tient un rôle important dans la transcription. Il contient une séquence répétée et 
conservée de sept acides aminés : Tyr-Ser-Pro- Thr-Ser-Pro-Ser. Dans les années 
1980, des formes phosphorylées et non-phosphorylées du CTD ont été établies in-
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vivo et in-vitro. Les tests de co-immunoprécipitation de chromatine (ChIP) ont 
montré l’association de la forme phosphorylée avec le complexe de pré-initiation 
(Christmann et al 1981, Dahmus 1996).La phosphorylation se fait essentiellement 
sur les résidus Sérine2 et Sérine5. La transcription est associée à un cycle de 
phosphorylation et de déphosphorylation du CTD. Lors de la formation du 
complexe de pré-initiation, la forme non-phosphorylée s’associe au promoteur puis 
elle est phosphorylée par la kinase de TFIIH sur la Sérine5 permettant l’élongation 
de la transcription. La Sérine2 est alors phosphorylée au cours de l’élongation par 
P-TEFb ou CDK9 et la Sérine5 est déphosphorylée par les phosphatases (Hsin et al 
2012).A la fin de la transcription du gène, les deux sérines sont déphosphorylées 
par des phosphatases. L’ARN polymérase et son CTD hypophosphorylé est 
recyclée pour assurer une nouvelle transcription.Le CTD de l’ARN polymérase II 
tient également un rôle crucial dans l’épissage (décrit dans la partie I-1-1-3). 
 
  I-1-1-3 Le couplage de la transcription avec d'autres étapes 
 Une fois la transcription terminée, le transcrit naissant est clivé et une queue 
PolyA est ajoutée à l'extrémité 3’ (Proudfoot et al 2002). Chez les archées et les 
eucaryotes, le transcrit non-maturé, dit pré-ARNm subit un épissage. En effet, le 
pré-ARNm possède des séquences codantes, les exons, espacées par des régions 
non-codantes, les introns qui sont éliminées par un mécanisme appelé épissage. A 
ce stade, le transcrit devient l'ARNm. Jusqu’à cette étape, tout ces processus ont 
lieu dans le noyau mais pour être traduit, l’ARNm va être pris en charge par des 
protéines pour être exporté dans le cytoplasme.  
De nombreuses études ont montré que toutes les étapes de la transcription à 
la traduction sont interconnectées, ce qui donne la notion de l’expression génique. 
• Couplage  t ranscr ipt ion-épissage  :  
Depuis plusieurs années, il est démontré que la transcription et l’épissage 
sont deux évènements liés dans le temps et l’espace. Le pré-ARNm est maturé de 
manière principalement co-transcriptionnelle : addition de la coiffe, épissage et 
polyadénylation. 
L'épissage consiste à faire des coupures et ligations du pré-ARNm pour ne 
garder que les exons. Le pré-ARNm est pris en charge par un complexe 
ribonucléoprotéique appelé spliceosome. Le processus classique d’épissage est 
assuré par des facteurs qui sont des petites ribonucléoprotéines ou 
snRNP comportant de petits ARN U1, U2, U4/U6 et U5 associés à des protéines, 
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les facteurs d'épissage. Les introns présentent à leurs extrémités 5’ et 3’ des 
séquences spécifiques pour la délimitation entre intron/exon et pour être reconnus 
par le complexe spliceosome. Mise à part ces extrémités, l’intron présente 
également une séquence interne dite « boite de branchement » qui joue un rôle clé 
dans le mécanisme de l’épissage. 
La snRNP U1 se lie au site 5’ de l’épissage et U2 va se lier sur la boîte de 
branchement, ce qui va former le pré-spliceosome. Le complexe U4/U6 va 
permettre la jonction entre le 5’intron et la boîte de branchement. U5 s’associe au 
complexe à son tour et fait le rapprochement entre les 3’ et 5’ de l’exon à liguer. U4 
et U5 quittent le complexe puis deux réactions chimiques vont se faire pour liguer 
les exons et éliminer l’intron sous forme de lasso (Figure 4). Le transcrit est dit 
alors mature : c’est l’ARNm. 
 
 
Figure 4 : Epissage. Les facteurs d’épissage sont recrutés au niveau du pré-ARNm pour former 
d’abord le complexe A (U1,U2) puis le complexeB (U1,U2,U4/U5/U6) ensuite le complexe C  
(U2,U5,U6), suivi d’un clivage de l’ARN formant ainsi l’ARNm.  
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La littérature a montré que la transcription peut influencer la maturation et 
inversement (Orphanides et al 2002, Braunschweig et al 2013). Certains facteurs 
peuvent être impliqués dans les deux évènements. Kwek et ses collègues ont 
démontré que le facteur principal de l’épissage snRNP U1 interagit avec le facteur 
de transcription général TFIIH et ils agissent de façon réciproque. U1 stimule 
l’initiation de la transcription et TFIIH favorise l’épissage de l’ARN (Kwek et al 
2002). Les protéines PSF et p54nrb/NONO se fixent sur le promoteur et sur le 
CTD. Elles activent la transcription et stimulent l’épissage des premiers introns 
(Rosonina et al 2005). 
Le CTD de l’ARN polymérase II facilite également le recrutement des 
facteurs de la formation de la coiffe et de l’épissage. Peu après l’initiation de la 
transcription, le CTD phosphorylé recrute l’enzyme responsable de l’ajout de la 
coiffe en 5’ de l’ARN naissant (Cho et al 1997, McCracken et al 1997). Le CTD 
phosphorylé permet également le recrutement du spliceosome par l’intermédiaire 
des protéines SR (protéines avec un domaine riche en résidus Sérine et Arginine) 
(Long et al 2009). Il est également associé aux facteurs de polyadénylation (Shi et al 
2009) et de terminaison tel que PSF et p54nrb/NONO (Hsin et al 2012). Plusieurs 
études in-vitro ont montré la stimulation de l’épissage par le CTD (Hirose et al 1999, 
David et al 2011) et permettant ainsi de définir l’exon (Zeng et al 2000). Le CTD 
servirait ainsi de plateforme d’assemblage pour faciliter la définition de l’exon et 
également la formation du complexe d’épissage (Braunschweig et al 2013). 
L’épissage se fait de manière essentiellement co-transcriptionnelle même si un 
processus post-transcriptionnel a également été décrit (Figure 5) (Braunschweig et 
al 2013). 
 
	   	   Introduction	  	  
	   19	   
 
Figure 5 : Illustration du couplage entre transcription et épissage. L’épissage se fait de 
manière co-transcriptionnelle avec une étroite collaboration entre les facteurs d’épissage 
(protéines SR, snRNP), le CBP (cap binding protein complex) et le CTD de l’ARN polymérase 
II. Tiré de la publication (Braunschweig et al 2013). 
 
• Couplage  de  la transcr ipt ion e t  de  la s tabi l i t é  de  l ’ARN: 
  La stabilité des ARNm tient un rôle important dans le contrôle de 
l’expression génique. Depuis plusieurs années, on sait que la coiffe inhibe la 
dégradation des ARN par les exoribonucléases 5’ -> 3’ (Furuichi et al 1977, 
LaGrandeur et al 1996). D'autres études ont également montré l’importance de la 
queue polyA dans la stabilité de l’ARNm. 
Deux mécanismes majeurs sont décrits : la déadénylation et l’action de la PABP 
(PolyA-binding protein). La déadénylation ou le raccourcissement de la queue 
polyA est l’étape limitante de la dégradation des ARNm. Elle conduit à la 
dégradation de l’ARNm par deux mécanismes différents. Le premier est la 
dégradation 3'->5' par des exosomes cytoplasmiques et le second passe par 
l’élimination de la coiffe suivie de la dégradation par une exonucléase 5'->3'. En ce 
qui concerne la PABP, comme son nom l’indique, elle se lie avec une forte affinité 
par son domaine N-terminal à la queue polyA de l’ARNm. Par conséquent, 
l’extrémité 3’ de l’ARNm est protégée de la déadénylation (Garneau et al 2007).Un 
couplage de la stabilité de l’ARN avec la transcription a été étudié chez la levure, les 
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facteurs transcriptionnels SWI5 et CLB2 régulent la stabilité de l’ARNm durant le 
cycle cellulaire (Trcek et al 2011).Rap1p stimule la transcription et la dégradation 
d’une population d’ARNm endogènes (Bregman et al 2011). 	  
I-1-2- La traduction 
La traduction est un événement cellulaire qui consiste à décoder l’ARN 
messager mature et synthétiser le produit du gène, c'est à dire la protéine, dans le 
cytoplasme chez les eucaryotes. Pour être traduit, l’ARNm doit contenir un cadre 
de lecture ouvert (ORF pour "open reading frame") correspondant à une phase 
ouverte entre un codon initiateur et un codon de terminaison. Depuis plusieurs 
années, de nombreuses études révèlent une absence de corrélation entre la quantité 
du transcrit et la quantité de protéines synthétisée, ce qui marque l’importance de la 
régulation traductionnelle dans le contrôle de l'expression génique (Gygi et al 1999). 
I-1-2-1 Les d i f f érentes  é tapes  de la  traduct ion 
De même que la transcription, la traduction présente trois phases distinctes : 
l'initiation, l'élongation et la terminaison. La régulation de la traduction peut 
intervenir au niveau de chaque phase mais survient surtout lors de la phase 
d'initiation qui comporte de multiples étapes. La sous-unité 40S du ribosome 
associée à l'ARN de transfert (ARNt), appelée complexe 43S, est un acteur majeur 
de l'initiation. Dans le mécanisme classique d'initiation, le ribosome 43S balaye le 
transcrit jusqu'à ce qu'il rencontre un codon initiateur à partir duquel commencera 
la synthèse protéique après assemblage du ribosome 80S. Plusieurs facteurs 
interviennent durant toutes ces phases : les facteurs d’initiation eIF (eukaryotic 
Initiation Factor), les facteurs d’élongation eEF (eukaryotic elongation factor) et les 
facteurs de terminaison eRF (eukaryotic releasing factor). Etant donné que ma 
thèse porte sur la régulation de l'initiation, seule cette étape sera approfondie ci-
dessous. 
 
I-1-2-2 Initiation de la traduction dépendante de la coiffe 
 
Après sa maturation, l’ARNm contient à l’extrémité 5’ une coiffe et à 
l’extrémité 3’ une queue polyA. Il est exporté dans le cytoplasme pour être pris en 
charge par la machinerie traductionnelle.  
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Dans un premier temps, les deux sous-unités du ribosome sont dissociées 
dans le cytoplasme grâce aux facteurs eIF1A, eIF3 et eIF6. Les facteurs eIF1A et 
eIF3 sont liés à la sous-unité ribosomique 40S pour empêcher sa liaison avec la 
sous-unité 60S ; en revanche eIF6 se lie au ribosome 60S pour empêcher sa liaison 
avec le 40S. 
L’initiation de la traduction classique dépendante de la coiffe fait intervenir 
de nombreuses protéines qui sont principalement les facteurs eIF ainsi que la 
PABP. Elle est assurée par l’association de deux complexes à l'ARNm : eIF4F et 
43S, pour former le complexe d’initiation 48S. Le complexe eIF4F est composé de 
trois facteurs d’initiation : eIF4E, eIF4A, eIF4G. 
L’initiation commence par le recrutement du facteur eIF4F sur la coiffe 
m7GTP de l’ARNm (Sonenberg et al 1978, Sonenberg et al 1979, Holcik et al 2005). 
Le facteur eIF4A est une hélicase à ARN qui dénature la structure secondaire de 
l’ARNm afin de faciliter l’accès du complexe à l’extrémité 5’ non-traduite (5’UTR : 
5’ untranslated region). Son activité est stimulée par eIF4B et 4H (Rogers et al 
2001). La protéine PABP est recrutée par eIF4G, partenaire du complexe 4F, ce qui 
permet le rapprochement physique entre l’extrémité 5’UTR et 3’UTR de l’ARNm. 
Ce complexe est appelé « modèle en boucle » (Kahvejian et al 2001) (Figure 6). 
 En parallèle se forme le complexe de pré-initiation 43S grâce à eIF2. Le 
facteur d’initiation eIF2 forme un complexe ternaire avec une molécule de GTP et 
le Met-ARNti
Met. Puis le complexe 43S ainsi que le facteur eIF1 se lient à la petite 
sous-unité ribosomique 40S à laquelle sont déjà associés eIF1A et eIF3, l’ensemble 
forme le complexe de pré-initiation 43S. 
Le complexe eIF4F recrute le complexe de pré-initiation 43S via une 
interaction entre eIF3 et eIF4G pour former le complexe de pré-initiation 48S. Ces 
facteurs permettent de rendre accessible le site de liaison du ribosome à l’ARN 
(Passmore et al 2007). 
Le complexe d’initiation 48S commence le balayage (scanning) de 5’ vers 3’ 
en explorant la région 5’UTR du messager jusqu’à la rencontre du codon initiateur 
AUG. Au niveau du site d’initiation, le GTP associé à eIF2 est hydrolysé par eIF5 
ce qui va libérer les facteurs d’initiation et permettre l’association des deux sous-
unités ribosomales 40S et 60S pour former le complexe 80S (Figure 5). Ainsi 
l’élongation peut commencer. 	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Figure 6 : Initiation de la traduction chez les eucaryotes. L’initiation commence par (1) la 
formation du complexe ternaire (association de l’ARNti
Met et le facteur eIF2-GTP) associée à la 
sous-unité 40S liée aux facteurs eIF3 et eIF1A pour former le complexe 43S. (2) Elle est suivie du 
recrutement du complexe eIF4F et de la PABP sur la coiffe formant le «modèle en boucle». (3) 
Le complexe 43S est ensuite recruté, formant le complexe 48S, pour commencer le balayage de la 
région 5’UTR jusqu’à atteindre le codon AUG. Arrivés à l’AUG, les facteurs d’initiation sont 
relargués et la grande sous-unité ribosomique 60S est recrutée par la petite sous-unité 40S pour 
former le ribosome 80S.L’élongation de la traduction est alors engagée.  
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I-1-2-3 Rôle des régions 3’UTR et 5’UTR dans la régulation de la 
traduction  
Les deux régions 3’UTR et 5’UTR coopèrent et interagissent de façon 
indirectepar l’intermédiaire des facteurs d’initiation généraux (eIF4G) et la PABP. 
La pseudo-circularisation de l’ARN le protège de la dégradation et facilite la ré-
initiation de la traduction. Les régions non-traduites sont également les régions 
ciblées par des facteurs régulateurs de la traduction. 
Le 5’UTR :  
• La régulation par le 5’UTR met en jeu à la fois des structures spécifiques et 
des protéines régulatrices en réponse aux facteurs environnementaux. Par exemple 
en absence de fer, le répresseur IRP1 (iron responsive protein-1) se fixe sur la 
structure IRE (iron responsive element) située à 40 nucléotides de la coiffe de 
l’ARNm de la ferritine pour bloquer l’initiation de sa traduction (Rouault et al 
1997). Par contre, la PABP régule elle-même sa propre synthèse en se fixant sur 
une séquence riche en A de son 5’UTR, en inhibant sa traduction lorsque la 
quantité d’ARNm baisse dans la cellule (Hornstein et al 1999). 
• En amont du codon initiateur de l’ORF principal, il existe souvent des 
codons AUG appelés uAUG (upstream AUG), générant de petits cadres de lecture 
appelés uORF (upstream ORF).Deux cas peuvent se présenter : (i) lors du 
balayage, si le complexe d’initiation ne rencontre pas la séquence Kozak 
(A/GCCCATGG), l’initiation à partir de ce uAUG est abolie et l’initiation à partir 
du vrai AUG est établie ;(ii) soit la production de uORF se fait ce qui influencera la 
traduction de l’ORF principal.En effet, un uORF proche de l’ORF principal est 
souvent inhibiteur du fait que le complexe a peu de temps pour se réassembler 
(Kozak 1987). Dans les cellules neuronales, l’élimination des uORFs en 5’UTR de 
la protéine kinase Mζ (PKMζ) augmente la traduction du gène rapporteur in vitro 
et dans les cellules primaires (Bal et al 2016).Ce résultat, ainsi que de nombreuses 
études, montrent que les uORF sontdes répresseurs de la traduction.Comme chez 
la levure, en conditions de stress, la phosphorylation de eIF2α va inhiber la 
traduction initiée par les uORFs ce qui aboutit à la traduction de l’ORF principal de 
GCN4, un facteur transcriptionnel (Hinnebusch 1997). 
• Le site d’entrée interne du ribosome ou IRES pour « internal ribosome entry 
site » est un élément structural en 5’UTR de certains ARNm permettant d’initier la 
traduction en réponse aux facteurs environnementaux.Les IRES feront l’objet 
d’une description détaillée dans la partie suivante (I-1-2-4). 
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Le 3’UTR : 
La fixation des facteurs sur la région 3’UTR réprime souvent la traduction. Ce sont 
surtout les RBP (RNA Binding Proteins). Chez les mammifères, eIF4E2, un 
isoforme de eIF4E, réprime l’initiation de la traduction (Morita et al 2012) et son 
orthologue, chez la levure, 4EHP inhibe la traduction en se fixant sur la coiffe  
(Cho et al 2005). En revanche, eIF4E2 est un activateur de l’initiation de la 
traduction en hypoxie (Uniacke et al 2012). D’autres RBP agissent aussi au niveau 
de l’élongation de la traduction. HnRNP E1 interagit avec eEF-1A pour bloquer sa 
dissociation avec le ribosome, empêchant ainsi l’élongation (Hussey et al 2011). Puf 
se lie à la région 3’UTR empêchant la pseudo-circulation de l’ARN, inhibant 
l’initiation de la traduction et recrute le complexe de déadénylation 
CCR4/POP2/NOT (Miller et al 2011). La traduction est aussi régulée par la 
fixation de microARN à la région 3’ non-traduite. Ce mécanisme de régulation par 
les ARN non codants a été décrit abondamment ces dernières années et concerne 
de nombreux ARNm (Mihailescu 2015).  
Le 3’UTR régule aussi la traduction en jouant sur la stabilité de l’ARNm. La 
fixation du microARN sur cette région cible peut déstabiliser l’ARN. À l’inverse, la 
protéine HuR se fixe sur la séquence riche en AU dans la région 3’UTR (AU-rich 
element) de certains ARNm pour les stabiliser. Pour revue (Griseri et al 2014).  
 
I-1-2-4 Un mécanisme de traduction alternatif : l'initiation dépendante 
des IRES 
Certains messagers initient leur traduction malgré le blocage de la 
traduction dépendante de la coiffe, et ne nécessitent pas l'implication du facteur de 
liaison à la coiffe eIF4E.  
I-1-2-4-a) Les IRES, des éléments structuraux permettant 
l'entrée interne des ribosomes: 
L’IRES est une structure secondaire dans la région 5’ UTR de certains 
messagers. Les IRES ont été découverts initialement chez les picornavirus. En 
effet, ces virussont capables d’initier la traduction de leur ARNm malgré l’absence 
de coiffe (Janget al 1988, Pelletieret al 1988). Lors de l’infection, les picornavirus 
détournent la machinerie traductionnelle cellulaire à leur avantage en utilisant 
différentes stratégies pour bloquer la coiffe. Certains picornavirus comme 
l’encephalomyocarditis virus (EMCV) séquestrent le facteur eIF4E pour bloquer la 
traduction coiffe dépendante et induire la traduction IRES-dépendante (Canaani et 
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al 1976, Beretta et al 1996, Gingras et al 1996). En revanche, le rhinovirus clive le 
facteur eIF4G par sa protéase 2A pour inhiber la traduction initiée par la coiffe 
(Borman et al 1997). Le poliovirus utilise les deux mécanismes (Gingras et al 1996). 
Les IRES viraux sont classés par rapport à leur structure et leur fonction. Les IRES 
de type I (poliovirus) permettent un recrutement du ribosome dans la région 5' non 
traduite, au niveau d'un codon AUG qui n'est pas le codon initiateur. Le 
recrutement ribosomique par ces IRES est donc suivi d'un balayage afin d'atteindre 
le codon initiateur. Les IRES de type II (EMCV) permettent un recrutement du 
ribosome directement au niveau du codon initiateur sans balayage. Ce type d'IRES 
présente une fenêtre de recrutement assez petite, et si on déplace le codon initiateur 
par rapport à la structure de l'IRES, l'initiation de la traduction ne se fait plus. Les 
IRES de type III (HCV : Hepatitis C Virus) sont situés de part et d'autre du codon 
initiateur, ce qui veut dire qu'une partie de la séquence codante est requise pour leur 
activité. Quant aux IRES de type IV (Cricket Paralysis virus), ils permettent 
l'initiation de la traduction en l'absence de codon initiateur (Sarnow 2003, Kieft 
2009). Les IRES de type I, II et III nécessitent les facteurs d'initiation classiques 
(sauf eIF4E) pour fonctionner. En revanche les IRES du type IV n’ont pas besoin 
de facteur d’initiation (Figure 7). Les IRES de type I et II ont leur activité régulée 
par des protéines cellulaires. C'est précisément le cas des premiers IRES découverts 
en 1988, ceux du poliovirus et d'EMCV : cette dépendance aux protéines cellulaires 
a suggéré que les ARNm cellulaires pourraient eux aussi être régulés par ce 
mécanisme (Jackson 1988). 
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Figure 7 : Comparaison de la traduction dépendante de la coiffe et des 4 types d’IRES. La 
traduction dépendante des IRES de type I, II, III nécessite les facteurs d’initiation excepté eIF4E. 
Celle de l’IRES de type IV n’utilise pas de facteur d’initiation. Les IRES de type I et II ont besoin 
d’un facteur ITAF pour activer la traduction contrairement à ceux de type III et IV.Modifié 
d’après, Kieft, 2008 (Kieft 2008). 
 
Le premier IRES dans un ARNm cellulaire a été découvert en 1991 dans 
l’ARNm codant pour la protéine chaperone des chaînes lourdes de 
l’immunoglobuline, BiP. En effet, cette protéine continue à être traduite malgré le 
blocage de la traduction dépendante de la coiffe dû à l'infection par le poliovirus 
(Macejak et al 1991). Cette première étude a été immédiatement suivie par d'autres 
publications démontrant la présence d'un IRES dans l'ARNm d'un facteur de 
transcription de drosophile, antennapedia, (Oh et al 1993) puis dans les ARNm de 
facteurs de croissance comme le FGF2 (Vagner et al 1995), le VEGFA (Huez et al 
1998) ainsi que dans les ARNm de proto-oncogènes comme c-myc (Nanbru et al 
1997). La présence d'IRES dans les ARNm de plusieurs gènes codant pour des 
protéines ayant une fonction de contrôle a suggéré un rôle pour l'initiation de la 
traduction dépendante des IRES. Ce mécanisme pourrait avoir pour but 
5’#UTR#ARNm
Initiation#dépendante#de#
la#coiffe#
IRES#de#type#I
(Exemple#:#Polio,#HAV)#
IRES#de#type#II
(Exemple#:#FMDV,#EMCV)#
IRES#de#type#III
(Exemple#:#HCV,#CSFV)#
IRES#de#type#IV
(Exemple#:#CrPV,#PSIV)
	   	   Introduction	  	  
	   27	   
decontrôler finement l'expression de messagers et permettre une réponse rapide à 
différents stimuli auxquels la cellule est confrontée, et ce dans des conditions dans 
lesquelles la traduction dépendante de la coiffe est bloquée, en particulier le stress. 
Une recherche d'IRES par approche globale a montré qu'environ 3 à 5% des 
messagers cellulaires sont traduits indépendamment de la coiffe (Johannes et al 
1999). Cette étude démontre que la majorité d’entre eux présente une région 5’UTR 
assez particulière. Leur 5’UTR présente une structure tridimensionnelle et ont la 
propriété de recruter directement le complexe ribosomal. Cette région a été appelée 
un IRES  (Internal Ribosome Entry Site) ou site d’entrée interne du ribosome. La 
structure des IRESs cellulaires est souvent riche en GC et elle n’est pas conservée 
entre les IRES, contrairement à ce que l'on observe chez les picornavirus. En 
comparant les IRES cellulaires à des études de modèles structuraux basées sur des 
sondes chimiques et enzymatiques, la conclusion est que les IRES cellulaires n’ont 
pas de structure secondaire conservée, même entre deux gènes relativement 
proches à l’exemple de c-myc et L-myc (Le Quesne et al 2001, Bonnal et al 2003, 
Jopling et al 2004). En revanche pour plusieurs ARNm des éléments structuraux 
des IRES ont été décrits et sont conservés chez les mammifères, notamment pour 
FGF1 (Martineau et al 2004)etFGF2 (Bonnal et al 2003). 
I-1-2-4-b) Les gènes régulés par le mécanisme IRES-
dépendant : 
Les états physiologiques et pathologiques cellulaires sont les principaux 
facteurs modulateurs de l’expression génique. L’IRES est un activateur 
traductionnel en cis présent dans certains ARNm. De plus, son activation n’est pas 
constitutive mais induite par des signaux intra-et extra-cellulaires. De façon 
surprenante, les ARNm contenant des IRES codent pour des protéines 
importantes pour la prolifération, différenciation et dans la régulation de l’apoptose 
(Holciket al 2005). Parmi eux, des onco-protéines comme c-myc (Nanbru et al 1997, 
Stoneley et al 1998) et les VEGF (Stein et al 1998, Morfoisse et al 2014). De manière 
plus intéressante, plusieurs gènes angiogéniques impliqués dans les pathologies 
vasculaires et le cancer possèdent un IRES dans leur ARNm. C’est le cas du facteur 
de transcription HIF1α, (Lang et al 2002) et du facteur sécrété Cyr61 (Johannes et al 
1999) ainsi que des facteurs de croissance VEGFA, VEGFC, VEGFD, FGF1 et 
FGF2 (Vagner et al 1995, Huez et al 1998, Martineau et al 2004, Morfoisse et al 
2014).  
Mon projet de thèse se focalise sur les facteurs de croissance des familles 
FGF et VEGF impliqués dans l’angiogenèse, dont les ARNm contiennent des 
IRES. 
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♦ FGF1 
FGF1 est un des 23 gènes de la famille des FGF.Le gène du FGF1 possède 
quatre promoteurs A, B, C et D. Cependant, les quatres ARNm exprimés codent 
pour une seule isoforme de protéine de 16kDa. Ces promoteurs sont tissus 
spécifiques : le promoteur A est actif dans le muscle cardiaque et squelettique ainsi 
que le rein (Myers et al 1993, Conte et al 2009); le promoteur B fonctionne dans le 
cerveau (Myers et al 1993)et la rétine (Myers et al 1995). Quant aux promoteurs C et 
D, ils sont actifs majoritairement exprimés dans les cellules cancéreuses (prostate, 
sein, glioblastome) et sous certaines conditions dans les cellules musculaires lisses 
(Chotani et al 1995, Payson et al 1998).De plus, le FGF1 est le seul de la famille des 
FGF à avoir la capacité à lier et activer tous les récepteurs FGFR (FGFR1, FGFR2, 
FGFR3 et FGFR4) (Zhang et al 2006). Toutes ces propriétés lui confèrent une 
implication dans la régulation de la croissance cellulaire, la différenciation cellulaire, 
le développement, la myogenèse, la réparation tissulaire etsurtout l’angiogenèse. 
L’angiogenèse est un mécanisme important dans certaines pathologies 
comme l’ischémie ou le cancer. In vitro, le FGF1 incubéavec des cellules 
endothéliales induit la formation de vaisseaux (Uriel et al 2006) mais il a également 
un rôle anti-apoptotique (Cuevas et al 1997). Plusieurs études ont aussi montré le 
rôle de FGF1 dans la cardio-protection (Htun et al 1998, Buehler et al 2002, Palmen 
et al 2004). Il a déjà fait l’objet d’un essai clinique en phase III pour induire la 
revascularisation de l’ischémie du membre inférieur (Nikol et al 2008). Qu’en est-il 
de sa régulation ? 
Au niveau transcriptionnel, en plus des promoteurs tissu-spécifiques, de 
nombreusesétudes ont montré que la régulation de ces promoteurs passe par des 
facteurs de transcription. Le transcrit B, issu du promoteur B, est régulé par le 
facteur de transcription RFX dans les cellules souches de glioblastomes (GBM-SCs) 
(Hsu et al 2010), le transcrit D par Ets2 (Chotani et al 2000), les transcrits C et D 
par TGFβ (Alam et al 1996, Chotani et al 1997) et le transcrit D par Ras, Rac1 via 
son motif SRE (Serum Response Element) (Chotani et al 2000).  
Au niveau traductionnel, mon équipe a montré la présence d’un IRES dans 
les transcrits A et C (Martineau et al 2004). Cela confirme les résultats de plusieurs 
études sur l’expression du FGF1 au niveau protéique en réponse à des stress. 
L’expression de FGF1 est fortement induite lorsque la cellule est soumise à 
différents types de stress comme l’hypoxie  (Mouta Carreira et al 2001), la privation 
de sérum (Shin et al 1996, Matsunaga et al 2006) et le choc thermique  (Jackson et al 
1992, Mouta Carreira et al 1998).Mon équipe a donc étudié la régulation de l’IRES 
présent dans le transcrit A du FGF1. Nous avons montré une augmentation de 
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l’expression protéique de FGF1 avec l’activation de son IRES durant la 
différenciation myoblastique et durant la régénération du muscle chez la souris 
(Conte et al 2009). De plus, cette activation est corrélée avec l’activité du promoteur 
A, suggérant un couplage transcription-traduction lors de la régulation de 
l’expression de FGF1 (Conte et al 2009). 
♦ FGF2 
FGF2, connu comme un facteur angiogénique majeur, est un facteur de 
croissance pléiotropique qui possède donc par définition plusieurs fonctions 
biologiques. Il stimule l’hématopoièse (Allouche et al 1995) et joue un rôle 
important dans la différenciation (McAvoy et al 1991). De plus, grâce à sa propriété 
angiogénique, FGF2 stimule in vivo et in vitro non seulement la croissance des 
cellules endothéliales, mais aussi la croissance des cellules musculaires lisses, la 
réparation tissulaire et la cicatrisation (Basilico et al 1992, Schwartz et al 1993).FGF2 
présente aussi un rôle neutrophique (Mudo et al 2009). 
Quatre transcrits du FGF2 ont été identifiés, synthétisés à partir d’un seul 
promoteur, dont les tailles s’étalent entre 1,5kb et 7kb. Ces transcrits se 
caractérisent par des 3’UTR plus au moins longs résultant de l’utilisation de sites de 
polyadénylation alternatifs présents au nombre de 7 (Sternfeld et al 1988). le 
transcrit du FGF2 possède des éléments régulateurs dans son 3’UTR situé entre le 
1er et le 2nd site de polyadénylation où se trouve des séquences de déstabilisation de 
l’ARNm (Touriol et al 1999), ainsi qu’une séquence activatrice de la traduction en 
amont du 7ème site de polyadénylation (Touriol et al 2000). Quant à la région 5’, elle 
est riche en GC et très structurée, cce qui confère la présence d’éléments 
régulateurs en cis contrôlant l’initiation alternative de la traduction (Prats et al 1992). 
En effet, FGF2 possède 5 codons initiateurs différents : un codon canonique AUG 
et quatre non-canoniques CUG (Prats et al 1989, Arnaud et al 1999). Ces différents 
codons initiateurs engendrent la synthèse de 5 isoformes protéiques de FGF2 chez 
l’homme : 18, 22, 22.5, 24 et 34kDa. FGF2 a une forte affinité pour les récepteurs 
FGFR1 et FGFR2. La petite isoforme de 18kDa est issue de la traduction 
dépendante de la coiffe et localisée dans le cytoplasme, tandis que les grandes 
isoformes ou HMW (High Mass Weight) de FGF2 sont traduites par le mécanisme 
alternatif IRES-dépendant et sont majoritairement nucléaires (Renko et al 1990, 
Quarto et al 1991). En ce qui concerne leur fonction, la petite forme de 18kDa est 
impliquée dans la prolifération et la migration cellulaire alors que le FGF2 HMW 
est impliqué dans la prolifération cellulaire mais pas dans la migration (Quarto et al 
1991). L’IRES de l’ARNm FGF2 est situé en amont du premier codon CUG 
(Vagner et al 1995). Plusieurs études sur l’activation de l’IRES du FGF2 ont 
démontré une spécificité tissulaire (Creancier et al 2000) mais également une 
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régulation par différents stress comme l’hyperglycémie (Teshima-Kondo et al 2004), 
le stress oxydatif ou le choc thermique (Vagner et al 1996). Le premier facteur 
régulateur responsable de l’activation de l’IRES du FGF2 est la protéine 
HNRNPA1 (Bonnal et al 2005). 
FGF2 joue un rôle crucial dans l’angiogenèse en agissant de façon autocrine 
en synergie avec le facteur angiogénique VEGFA (Vascular Endothélial Growth 
Factor A) dans les cellules endothéliales (Seghezzi et al 1998). D’autre part, le FGF2 
induit la prolifération et la migration des cellules endothéliales en formant de 
nouveaux vaisseaux (Kroon et al 2000, Cross et al 2001). 
♦ VEGFA 
VEFGA a un pouvoir mitogène stimulateur de la prolifération des cellules 
endothéliales via l’activation de VEGFR2 (Meadows et al 2001, Zachary et al 2001). 
Cependant, VEGFA se lie à trois récepteurs : VEGFR1 et VEGFR2 en homo- ou 
hétérodimère, ainsi qu’à VEGFR3 hétérodimérisé à VEGFR2. Il se lie également 
aux co-récepteurs neuropilines présents sur la surface des cellules endothéliales 
vasculaires pour induire la transduction du signal. VEGFR2 est le principal 
récepteur impliqué dans l’activation de l’angiogenèse. Outre ses fonctions dans 
l’angiogenèse, VEGFA est également un facteur lymphangiogénique (Nagy et al 
2002, Gerhardt et al 2005, Wuest et al 2010, Dellinger et al 2013). Les voies de 
signalisation impliquées sont les PI3K et ERK1/2 stimulant la migration et la 
prolifération des cellules endothéliales lymphatiques (Dellinger et al 2011). De plus 
l’activation de VEGFA sur l’hétérodimérisation VEGFR2/VEGFR3 permet 
l’activation des voies de signalisation impliquées dans la lymphangiogenèse. 
Cursiefen et ses collègues ont aussi montré que VEGFA induit indirectement la 
lymphangiogenèse via le récepteur VEGFR1 en activant la synthèse les facteurs 
lymphangiogéniques VEGFC et VEGFD par les macrophages (Cursiefen et al 
2004). 
En raison de multiples épissages alternatifs, VEGFA présente neuf 
isoformes : VEGF111, VEGFA121, VEGFA145, VEGFA148, VEGFA162, VEGFA165, 
VEGFA183, VEGFA189 et VEGFA206 (Arcondeguy et al 2013). L’expression de 
VEGFA est extrêmement contrôlée pour répondre précisément à un stimulus 
extracellulaire. La régulation de l’expression de VEGFA est importante au vu de 
son rôle sur le plan physiologique et pathologique. Son expression est régulée à 
différents niveaux. La plus connue est l’activation de sa transcription par le facteur 
de transcriptions HIF (Germain et al 2010) dans certains états physiologiques 
comme la cicatrisation, le développement embryonnaire mais également dans 
certaines pathologies comme le cancer. En effet, la région promotrice de VEGFA 
contient une séquence HRE (Hypoxia response element) (Forsythe et al 1996). Par 
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ailleurs, la transcription de VEGFA est également induite par d’autres facteurs 
comme SP1 (Milanini et al 1998), STAT3 et AP1 (Minet et al 2001) ; (Gerald et al 
2004). En réponse à l’hypoxie, l’ARNm de VEGFA est stabilisé par la protéine 
HuR qui se fixe sur sa région 3’UTR (Levy et al 1998). 
Du côté de la régulation traductionnelle, la région 5’ non traduite de VEGFA 
est longue et très structurée et possède deux IRES (Huez et al 1998). Des études in 
vivo révèlent l’activité des IRES A et B du VEGFA dans le muscle en condition 
d’ischémie (Bornes et al 2007). Il existe des régulateurs négatifs inhibant l’activation 
des deux IRES en présence d’oxygène : le miR-16 (Karaa et al 2009, Dejean et al 
2011) et l’hélicase DEAD-box (Casanova et al 2012). 
 
♦ VEGFC 
 
VEGFC est un facteur lymphangiogénique majeur et tient un rôle dans la 
survie et la migration des cellules endothéliales lymphatiques (Karkkainen et al 
2004) (Ferrara et al 1997). La liaison de VEGFC à son récepteur VEGFR3, active 
plusieurs voies de signalisation indispensables aux cellules 
endothéliales lymphatiques : la voie Ras/GTP en activant la voie MAPK/ERK est 
essentielle à la prolifération (Ichise et al 2010) ; la voie PI3K/Akt active mTOR 
pour la survie et la migration (Makinen et al 2001). En effet, il est bien connu que 
dans les tumeurs solides, l’activation de VEGFC/VEGFR3 stimule la mobilité des 
cellules cancéreuses vers la métastase et en induisant la lymphangiogenèse 
(Karpanen et al 2001, Skobe et al 2001).VEGFC est exprimé non seulement par les 
cellules endothéliales mais aussi par les cellules cancéreuses (Su et al 2007). 
La transcription de l’ARNm du VEGFC est contrôlée par des facteurs 
transcriptionnels en fonction du stress, en se fixant sur des sites spécifiques sur la 
région promotrice de VEGFC: NF-κB lors de l’inflammation (Du et al 2014), 
C/EBP-δ (CCAAT/enhancer-binding protein-δ) dans le cancer du poumon (Min et 
al 2011) et LEDGF/p75 (lens epithelium-derived growth factor) en réponse au 
stress thermique et oxydatif (Cohen et al 2009). Cependant le promoteur du 
VEGFC ne possède pas de site HRE reconnu par HIF (Morfoisse et al 2014). 
Récemment, une étude de la régulation de VEGFC en hypoxie a démontré la 
présence d’un IRES sur la région 5’ non traduite de son ARNm. Ces résultats 
montrent l’activation de la traduction de VEGFC par le mécanisme IRES-
dépendant dans plusieurs lignées tumorales in vitro et in vivo (Morfoisse et al 2014). 
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♦ VEGFD 
 
 VEGFD est aussi appelé FIGF (c-fos induced growth factor). Comme 
VEGFC, c’est un facteur lymphangiogénique majeur et il se lie au récepteur 
VEGFR3. La fixation de VEGFD sur son récepteur VEGFR3 induit les mêmes 
voies de signalisation que VEGFC à savoir MAPK/ERK et PI3K/Akt. 
L’administration de VEGFD à des animaux déficients du réseau lymphatique 
permet de rétablir la lymphangiogenèse (Haiko et al 2008). 
En terme de régulation, la région promotrice du gène VEGFD contient un 
site de liaison au facteur de transcription AP-1 permettant sa transcription 
(Debinskiet al 2001). Des études sur le cancer ont montré la régulation de son 
expression au niveau transcriptionnel par STAT3, HNF-4α et COUP-TF1/2 
(Schafer et al 2008, Deng et al 2014). La régulation de la traduction de VEGFD est 
régulée par l’interleukine7 dans le cancer du poumon (Ming et al 2009). La 
régulation traductionnelle de VEGFD par le mécanisme IRES-dépendant fait partie 
de mon projet de thèse et sera abordé dans la partie résultats. 
 
I-1-2-4-c) Les facteurs régulateurs de l'activité des IRES : 
les ITAF 
L’activation des IRES est induite sous certaines conditions en réponse à des 
stimuli environnementaux de la cellule. Mis à part certains facteurs d’initiation, les 
IRES sont activés par des facteurs spécifiques. Une étude sur les IRES viraux de 
type II montre la nécessité d’un ajout d’extrait cellulaire pour initier la traduction 
via les IRES (Belsham et al 1996). Il en découle que la traduction IRES dépendante 
peut être stimulée par des facteurs en trans appelés ITAF (IRES-trans-acting 
factors), qui sont essentiellement des protéines cellulaires.  
Le mécanisme des ITAF sur l’activation de l’IRES n’est pas encore 
complètement élucidé. Le principal mécanisme décrit indique que lesITAF agissent 
comme des chaperonnes de l’ARN en modifiant et stabilisant la conformation de 
l’IRES pour faciliter le recrutement de la sous unité 40S du ribosome (Stoneley et al 
2004). La majorité des ITAF découverts à ce jour possède des domaines de liaison 
à l’ARN (RBD : RNA-Binding Domain), comme les hnRNP (hnRNPI surtout 
connu sous le nom de PTB (pyrimidine tract binding protein) pour les IRES de 
EMCV (Pestova et al 1996), de Apaf-1 (Mitchell et al 2001), de IGF1-R (Giraud et al 
2001) et deP53 (Ray et al 2006) ; hnRNPA1 pour les IRES de c-myc (Evans et al 
2003) et de FGF2 (Bonnal et al 2005) ou p54nrb/NONO pour l’IRES de c-myc 
(Cobbold et al 2008). Ce rôle de chaperonne à ARN des ITAF a déjà été démontré 
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par quelques études. En 2003, l’équipe de Anne Willis a montré que l’IRES de 
Apaf-1 nécessite la fixation de Unr pour ouvrir la structure secondaire et permettre 
la fixation de deux molécules de PTB (Mitchell et al 2003). Ces molécules de PTB 
vont à leur tour défaire la structure secondaire pour que la sous-unité 40S du 
ribosome puisse s’y fixer. Il en est de même pour l’IRES de Bag-1, qui a besoin de 
deux ITAF, PCBP1 (poly (rC)-binding protein1) et PTB (polypyrimidine-tract-
binding protein). PCBP1 va se fixer sur le domaine II de l’IRES et ouvre la 
structure secondaire du domaine III pour que la PTB s’y fixe. La PTB à son tour 
modifie la structure de l’IRES pour rendre accessible la fixation du ribosome 
(Pickering et al 2004) (Figure 8).  
 
Figure 8 : Activation de l’IRES Bag-1 par les ITAF PCBP1 et PTB. PCBP1 se fixe 
sur le domaine II de l’IRES BAG-1 rendant accessible le domaine III pour la fixation des deux 
PTB. Ces derniers jouent à leur tour leur rôle de chaperonnes pour donner l’accès à la sous unité 
ribosomale 40S. Modifié d’après (Pickering et al 2004, King et al 2010).  
 
L’activité des IRES est très variable en fonction du type cellulaire suggérant 
que la concentration des ITAFs est donc différente selon le type cellulaire (Ye et al 
1997, Stoneley et al 2000).  
La disponibilité et la spécificité des ITAF constituent des paramètres 
importants pour répondre finement aux stimuli via la traduction dépendante des 
IRES. Le principal stress cellulaire au coursduquel des ITAF ont été identifiés est 
l’apoptose (Holcik et al 2005). Pour les autres stress comme l’hypoxie et le choc 
thermique, aucune étude n’a identifié d’ITAF outre mon travail de thèse qui sera 
présenté ci-après. 
  
(1)Fixation+de+PCBP1 (2)Fixation+de+PTB (3)Recrutement+de+40SIRES+BAG@1
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II-  La régulat ion de l ’ express ion génique par l e  s tress  
e t  l e  microenvironnement  
 
A chaque étape de sa vie, durant la croissance, la différenciation ou en 
réponse à un stimulus, la cellule doit réguler de façon précise l’expression génique. 
Les états physiologiques et pathologiques sont les principaux facteurs de la 
régulation de l’expression génique. Pour répondre efficacement et rapidement au 
microenvironnement, la cellule met en place plusieurs mécanismes de contrôle. Ces 
régulations s’opèrent à toutes les étapes de l'expression génique, dès la 
conformation de la chromatine jusqu’au produit final, la protéine. Plus 
concrètement, ces facteurs environnementaux peuvent agir à plusieurs niveaux : la 
transcription, la maturation de l'ARNm, la traduction, et après la traduction par des 
modifications post-traductionnelles (Figure 9).  
En terme d’énergie, la traduction consomme 90% de l’énergie 
cellulaire tandis que la transcription en consomme moins de 10% (Buttgereit et al 
1995, Schwanhausser et al 2011). En réponse au stress environnemental, la cellule 
induit la transcription de certains gènes et bloque la traduction globale dépendante 
de la coiffe (Figure 9). 
 
 
Figure 9 : Les principales étapes de la régulation de l’expression génique en réponse à 
des stimuli externes et internes. Les tirets (----) indiquent les étapes de régulation 
transcriptionnelle ou post-transcriptionnelle au niveau de l’ARNm. 
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 II-1- La réponse transcriptionnelle au stress  
 
La régulation de la transcription par le stress a pour résultat d'induire ou de 
réprimer des gènes spécifiques. Une cascade de signalisation va se mettre en place 
pour induire l’expression des gènes spécifiques afin de répondre finement au stress. 
Plusieurs stress peuvent intervenir dans une pathologie comme dans le cas de 
l’ischémie, où les cellules non irriguées sont en hypoxie mais sont également 
soumises au stress du réticulum endoplasmique aussi connu sous le nom de 
réponse UPR (unfolded protein response). Dans d'autres situations comme lors de 
l'inflammation, le stress peut être un choc thermique. L'hypoxie et le choc 
thermique seront détaillés ci-dessous étant donné qu'ils ont fait l'objet de mon 
travail de thèse. 
 
 II-1-1-  Hypoxie   
 
L’hypoxie est caractérisée par le manque d’oxygène au sein de la cellule. Elle 
peut être physiologique comme par exemple durant l’embryogenèse (Yin et al 2002) 
mais également pathologique comme dans les ischémies et les cancers (Brahimi-
Horn et al 2007, Brahimi-Horn et al 2007, Martinez-Sanchez et al 2007). L’hypoxie 
cellulaire va induire la mort des cellules ou la survie des cellules plus résistantes. 
Dans les deux cas il y a induction de gènes spécifiques (exemple : gènes 
angiogéniques en vue de générer une reperfusion du tissu ischémique et permettre 
la survie cellulaire). 
Le principal acteur moléculaire connu en réponse à l’hypoxie est le facteur de 
transcription HIF (hypoxia inducible factor). La découverte de HIF en 1992 a fait 
l’objet de plusieurs études. Ces études ont mis en évidence l’implication de HIF 
dans différentes situations physiopathologiques de la cellule. Ainsi elles ont montré 
que le facteur HIF régule une multitude de gènes impliqués dans l’angiogenèse 
(Ferrara 2005), la survie ou la mort cellulaire (Brahimi-Horn et al 2005, Gordan et 
al 2007), le métabolisme (Masson et al 2014), la régulation du pH  (Shimoda et al 
2006)et dans les métastases (Chan et al 2007, Sullivan et al 2007). 
Du point de vue mécanistique, les facteurs HIF correspondent à un 
hétérodimère composé de deux sous-unités : l'une extrêmement labile HIF1α, 
HIF2α ou HIF3α et l'autre extrêmement stable HIF1β (ou ARNT1 : aryl 
hydrocarbon receptor nuclear translocator). L’expression de la sous-unité HIF1α 
est régulée à différents niveaux (transcription, stabilité de l'ARN, traduction), mais 
cette régulation est surtout post-traductionnelle car la protéine est dégradée en 
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présence d’oxygène et stabilisée en hypoxie. En revanche, la sous-unité HIF1β est 
exprimée constitutivement dans la cellule (Jewell et al 2001). Un domaine ODDD  
(oxygen dependent degradation domain) est présent dans la sous-unité HIF1α, la 
rendant sensible à la présence d’oxygène. En normoxie (présence d’oxygène), les 
prolines 402 et 564 du domaine ODDD de HIF1α  sont hydroxylées par les 
protéines PHD 1-3 (Prolyl hydroxylase domain protein). Ces hydroxylations vont 
recruter la protéine Pvhl (Von Hippel Lindau) et conduire à la dégradation de 
HIF1α par le protéasome 26S (Salceda et al 1997). Ainsi en hypoxie, l’absence 
d’oxygène va inhiber l’hydroxylation de HIF1α par PHD, empêchant sa 
dégradation. Il est à noter que la protéine HIF1α possède une séquence NLS 
(Nuclear Localization Signal). Une fois HIF1α stabilisée, elle sera transportée dans 
le noyau pour se lier à la sous-unité HIF1β (protéine nucléaire), ce qui va rendre 
actif le facteur de transcription HIF et induire l’initiation de la transcription des 
gènes possédant un motif HRE (hypoxia response element) dans leur région 
promotrice (Pollenz et al 1994, Eguchi et al 1997) (Figure 10). 
 
 
 
Figure 10 : Schéma de la régulation de HIF par la concentration en oxygène. La présence 
d’oxygène va hydroxyler HIF1α et recruter la protéine VHL pour aboutir à la dégradation de 
HIF1α par le protéasome. En hypoxie, HIF1α échappe à la dégradation et entre dans le 
noyaupour s’hétérodimériser avec HIF1βpour former le facteur HIF1 qui se fixera sur la 
séquence HRE des gènes sensibles à l’hypoxie et induira leur transcription. 
HIF$1⍺
O₂ PHD
HIF$1⍺OH
HIF$1⍺
OH
VHL
Ub
Ub
Ub
Ub
Ub
Protéasome
HIF$1⍺
PHD
VHL
HIF$1β
HIF$1⍺HIF$1β
HRE
NORMOXIE HYPOXIE
Noyau
	   	   Introduction	  	  
	   37	   
Au départ le facteur de transcription HIF1 a été décrit comme régulateur de 
l’expression des gènes EPO en hypoxie (Semenza et al 1991) mais son expression 
dans tous les types cellulaires a suscité des études sur la région promotrice des 
gènes connus pour être sensibles à l’hypoxie. Parmi eux, le facteur de croissance 
VEGFA qui présente un site fonctionnel HRE dans son promoteur et dont 
l'expression induit l’angiogenèse au cours de processus physiologiques ou 
physiopathologiques. HIF a un rôle clé dans l’induction transcriptionnelle des 
gènes angiogéniques: en plus du VEGFA il induit notamment les gènes PAI-1  
(plasminogen activator inhibitor1), VEGFR1, TGFβ (transforming growth factor 
β), IGF2 (Insulin-like growth factor2), NOS2 (nitric oxyde synthase 2) et 
angiopoietine-2 (Ferrara et al 2005).  
 La sous-unité HIF1α est la plus connue et la plus étudiée, cependant la sous-
unité HIF2α régule également l’expression de certains gènes comme 
l’angiopoïetine-1 (Park et al 2016). 
 
  II-1-2 Stress  du ré t i cu lum endoplasmique  
 
 Le stress du réticulum endoplasmique a un rôle physiologique dans 
l’adaptation des cellules à des changements environnementaux. Il a également un 
rôle physiopathologique dans de nombreuses maladies comme le diabète, 
l’athérosclérose, l’ischémie cardiaque, les maladies neurodégénératives et le cancer. 
L’origine du stress du réticulum endoplasmique provient d’une accumulation de 
protéines de conformation incorrecte. Face à ce stress, la cellule s’adapte en 
activant les voies de signalisation UPR. Elle a été caractérisée dans les années 1990 
chez la levure Saccharomyces cerevisae. L’UPR permet la restauration de la fonction du 
réticulum endoplasmique ainsi que l’homéostasie cellulaire. Il existe trois voies de 
signalisation impliquant trois protéines transmembranaires : IRE1α (Inositol 
Requiring Enzyme 1α), la protéine kinase PERK (Protein kinase RNA (PKR)-like 
Endoplasmic Reticulum Kinase) et le facteur de transcription ATF6 (Activated 
Transcription Factor 6). En condition normale, les trois récepteurs sont liés à la 
protéine chaperonne BiP. Lors d’un stress BiP se dissocie pour se lier aux protéines 
mal conformées, ce qui entraine la libération et l’activation des récepteurs 
transmembranaires qui vont à leur tour activer des régulations transcriptionnelles et 
traductionnelles (Pour revue, (Zhang et al 2004)). Cette régulation agit à plusieurs 
niveaux : (i) elle active la transcription des gènes essentiels au bon repliement des 
protéines, sous le contrôle des facteurs de transcription ATF6 et XBP-1 (Okada et 
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al 2002, Lee et al 2003) (ii) l’expression de XBP-1 est elle-même activée par un 
processus d’épissage suite au déclenchement de l’activité endoribonucléasique de 
IRE1 (pour revue,  (Barouki 2002)) (iii) elle bloque la traduction globale, sous le 
contrôle de PERK qui phosphoryle eIF2α (Lu et al 2004) (iv) elle active 
l’expression desprotéines de dégradation du système ERAD (Endoplasmic-
reticulum-associated protein degradation) (Werner et al 1996) (v) elle induit 
l’activation des gènes apoptotiques quand le stress est plus intense (Nakagawa et al 
2000). 
 
  II-1-3 Choc thermique :  
 
 Le choc thermique peut survenir au cours de certains états 
physiopathologiques (cancer ou infection). La réponse au choc thermique a été 
décrite par Ritossa en 1962. Quelques années après, cette réponse a été corrélée à 
l’expression d'un petit nombre de nouvelles protéines, les HSP (heat shock 
proteins). Les HSPs sont des protéines chaperonnes. Elles ont été initialement 
purifiées chez la drosophile (Tissieres et al 1974), mais leur conservation a été 
confirmée dans tous les organismes allant de la bactérie jusqu’à l’homme. Chez les 
mammifères, six familles ont été identifiées : HSP110, HSP90, HSP70, HSP60, 
HSP40 et les petites HSP (HSP25 et HSP30)  (les nombres correspondent à leur 
taille en kDa). La majorité des HSP sont exprimées de manière constitutive pour 
maintenir l’homéostasie cellulaire (Tanguay et al 1993, Wickner et al 1999). La 
famille des HSP70 (HSP70 et HSP72) est induite en réponse au choc thermique, ce 
qui fait d’elle le « marqueur de la réponse au choc thermique ». L’induction des 
HSP70 se fait au niveau transcriptionnel grâce au facteur HSF (heat shock factor) 
qui reconnaît le motif HSE (heat shock element) dans la région promotrice des 
gènes HSP70 (Wu 1995). Le gène hsp70 ne possédant pas d’intron permet une 
transcription et une synthèse rapide de la protéine en réponse au stress 
intracellulaire (Yost et al 1986, Forsdyke 1994). L’expression des HSP est également 
induite en réponse à d’autres stress physiques ou chimiques à l’exemple d’une 
infection virale et en présence d’éthanol. 
 Le stress thermique est rencontré dans différentes pathologies comme dans 
les maladies vasculaires ou le cancer, en particulier suite à l’inflammation (Sevin et al 
2015). Il se manifeste par la dilatation des vaisseaux. Par exemple dans le contexte 
inflammatoire tumoral, les vaisseaux lymphatiques sont dilatés  (Figure 11). 
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Figure 11 : Tumeur mammaire durant une inflammation  
Biopsie avec de multiples emboles lymphatiques. Observation d’une dilatation des voies 
lymphatiques en contact de la tumeur. Les étoiles représentent le derme et l’hypoderme 
présentant un important œdème 
Source http://www.em-consulte.com/en/article/121291#JR-05-2002-83-5-0221-0363-101019-
ART3-FIG17 
 
 II-2- La régulation de la traduction lors du stress  
 
 Pour s’adapter et survivre à des conditions de stress, les cellules mettent en 
place différentes stratégies. Comme je l’ai mentionné précédemment, elles 
modulent l’expression des gènes à plusieurs niveaux. La traduction est un processus 
complexe et énergivore, or la cellule doit économiser de l’énergie et répondre 
rapidement et efficacement au stress. Pour cela, la cellule bloque la traduction 
canonique dépendante de la coiffe. 
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II-2-1 L’ inhibi t ion de la traduct ion dépendante  de la  co i f f e  :  
 
L’inhibition de la traduction dépendante de la coiffe s’opère essentiellement 
à l’étape de l’initiation. Les deux cibles principales de ce blocage sont les facteurs 
d’initiation eIF4E et eIF2α. 
eIF4E: 
a) Hypo- (ou dé- )phosphory lat ion d ’eIF4E  
 
Le facteur eIF4E est le facteur qui reconnait la coiffe pour initier la 
traduction. EIF4E est phosphorylé par des kinases. Sa phosphorylation se fait sur 
la Sérine 209 par la kinase C in vivo ou par la kinase effectrice MNK1 (Flynn et al 
1996, Sonenberg 1996, Morley 1997) résultant de l’activation de la voie MAPK. La 
partie C-terminale d'eIF4G se lie à MNK1 pour phosphoryler eIF4E (Pyronnet et al 
1999). Cette phosphorylation favorise l’interaction avec le complexe de pré-
initiation 43S et correspond à une augmentation de la traduction dépendante de la 
coiffe, en particulier des ARNm dont les régions 5'UTR sont structurées et 
inhibitrices de la traduction du fait qu'elles sont dépendantes d'eIF4E (Pelletier et al 
1987, Joshi-Barve et al 1990, Koromilas et al 1992). Elle est corrélée à une 
augmentation de la traduction des proto-oncogènes (Furic et al 2010). 
 Chez les souris nude, la surexpression d'eIF4E induit la formation de tumeurs 
(Sonenberg et al 1998). De même, dans les lignées cellulaires transformées obtenues 
à partir des tumeurs, eIF4E est fortement exprimé (Miyagi et al 1995). 
 La traduction est augmentée avec la phosphorylation d'eIF4E durant la 
maturation des ovocytes de xénope (Morley et al 1995), d’étoile de mer (Xu et al 
1993) et de souris (Gavin et al 1997). 
Cependant, en fonction du stress eIF4E peut être phosphorylé ou 
déphosphorylé. Durant une infection bactérienne le lipopolysacharide (LPS) induit 
une phosphorylation d’eIF4G alors que le choc thermique peut le déphosphoryler. 
La phosphorylation d'eIF4E en condition de stress n’est pas encore très bien 
établie (Pour revue, (Sonenberg et al 1998)).    
   b) Séquestration d’eIF4E par 4E-BP : 
 En condition normale, le facteur eIF4E se lie au facteur eIF4G pour former 
le complexe eIF4F. En conditions de stress, eIF4E est séquestré par la protéine 4E-
BP (eIF4E-binding protein) empêchant ainsi la formation du complexe eIF4F, ce 
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qui aboutit à l’inhibition de la traduction. Plus précisément, l’état de 
phosphorylation de 4E-BP en est l’origine car il détermine son interaction avec 
eIF4E. 4E-BP présente quatre sites de phosphorylation très conservés (Ser65, 
Thr37, Thr46 et Thr70). En l'absence de stress, la phosphorylation de 4E-BP sur 
ces sites libère le facteur eIF4E, permettant l’assemblage du complexe eIF4F et 
donc l'initiation de la traduction (Bah et al 2015). Cette phosphorylation résulte de 
l’activité de la voie mTOR  (mammalian ou mechanistic Target Of Rapamycin)  
(Brunn et al 1997). En revanche, dans des conditions de stress, 4E-BP est 
hypophosphorylé et se lie à eIF4E, ce qui inhibe l’initiation de la traduction coiffe-
dépendante  (Figure 12). 
 
Figure 12 : Mécanisme de régulation de la traduction par 4E-BP. En condition normale, 
4E-BP est hyperphosphorylé par mTOR, libérant eIF4E pour initier la traduction. Lors d’un 
stress, 4E-BP est hypophosphorylé et séquestre eIF4E, inhibant la traduction. 
 Chez les mammifères, il existe trois isoformes de 4E-BP (4E-BP1, 4E-BP2, 
4E-BP3) qui sont toutes capables de lier eIF4E mais qui sont tissu-spécifiques 
(Joshi et al 2004). L’expression de 4E-BP1 est plus forte dans le muscle 
squelettique, le tissu adipeux et le pancréas (Hu et al 1994, Tsukiyama-Kohara et al 
1996). 4E-BP2 est exprimé dans les cellules cérébrales et 4E-BP3 dans les cellules 
coliques et cardiaques (Poulin et al 1998, Tsukiyama-Kohara et al 2001).  
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eIF2α : 
EIF2 est nécessaire à la formation du complexe ternaire pour initier la 
traduction. Ce facteur est composé de trois sous-unités : α, β etϒ. La sous-unité 
eIF2α présente un site de phosphorylation sur la sérine (Ser 51). Le facteur eIF2β 
est capable de se lier à l’ARNm et eIF2ϒ possède deux sites de liaison : GTP et 
Met- ARNti
Met. Les sous-unités eIF2β et eIF2ϒ interagissent avec le facteur 
d’échange de guanine eIF2B et le facteur activateur de GTPase eIF5. Lors d’un 
stress, eIF2α est phosphorylé et empêche l’activité d'eIF2B en le séquestrant 
(Rowlands et al 1988, Dholakia et al 1989, Kimball et al 1998). Ainsi, l’échange 
d'eIF2-GDP en eIF2-GTP n’est pas établi, ce qui empêche la formation du 
complexe ternaire et inhibe l’initiation de la traduction (Merrick 1992) (Figure 13). 
 
Figure 13 : Régulation de l’initiation de la traduction par phosphorylation d’eIF2α . En 
condition normale, eIF2B hydrolyse le GDP en GTP chargé sur eIF2 pour activer l’initiation de 
la traduction. En condition de stress eIF2 est phosphorylé empêchant l’action de eIF2B, la 
traduction est inhibée. 
Quatre protéines kinases sont responsables de la phosphorylation d’eIF2α:  
- HR1 (Hemin Regulated Inhibitor Kinase) en réponse à une carence en hème 
dans les réticulocytes  (M. J. Clemens 1996) 
- GCN2 (General Control Nonderepressible 2) en réponse à une carence en 
acide aminé induisant la présence d’ARNt non chargé (Sood et al 2000). 
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- PKR (Protein Kinase Regulated) en réponse à la présence d’ARN double 
brin (M. J. Clemens 1996). 
- PERK (PKR-like Endoplasmic Reticulum Kinase) en réponse au stress du 
réticulum endoplasmique.  
   
II-2-2 Les s tress  e t  s t imul i  capables  d ’ac t iver  la  traduct ion IRES-
  dépendante  :  
 
 La présence d’une structure IRES peut permettre l'initiation de la traduction 
en réponse à un stress car l'IRES rend la traduction indépendante d'eIF4E. Il existe 
de nombreux stress ou stimuli physiopathologiques pouvant activer la traduction 
IRES-dépendante. 
 
   Les IRES lors de l’hypoxie : 
 Il a été montré que le stress hypoxique active les IRES des facteurs FGF2 
(Conte et al 2008), VEGFA (Bornes et al 2004),  (Philippe et al 2016), PDGF  (Sella 
et al 1999) et VEGFC (Morfoisse et al 2014). L’IRES du facteur régulateur post-
transcriptionnel Staufen1 (Stau1) est également activé en hypoxie (Bonnet-
Magnaval et al 2016). Je parlerai davantage de cette régulation dans le contexte 
pathologique dans la partie III.  
 Dans le cas du cancer, l’initiation de la traduction de ces gènes angiogéniques 
est en faveur de la tumeur. Cette induction traductionnelle favorise la progression 
tumorale et la dissémination métastatique. Dans le cas de l’ischémie, cela permettra 
une revascularisation en vue de la survie des cellules. 
 Il est à noter que dans au moins deux cas, ceux du FGF2 et du VEGFC, 
l'induction se fait de manière HIF-indépendante, ce qui suggère que la voie 
dépendante des IRES est un mécanisme d'induction par l'hypoxie qui se distingue 
de la voie HIF. 
 
   Les IRES lors du stress du réticulum endoplasmique :  
Quelques études ont mis en évidence l’activation de certains IRES en 
réponse à ce stress, notamment ceux de Stau1 (Bonnet-Magnaval et al 2016) de c-
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myc dans les cellules de myélome (Shi et al 2016)et de certains facteurs 
angiogéniques (Philippe et al 2016). Comme décrit précédemment, le stress du 
réticulum endoplasmique soutenu peut déclencher l’apoptose. Des études ont 
montré l’expression protéique de certains ARNm liés à l’apoptose dépend du 
mécanisme lié à l’IRES tels que XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) 
(Holcik et al 1999) et Apaf-1 (Coldwell et al 2000).   
 
Les IRES lors du choc thermique : 
 Le choc thermique induit le blocage de la traduction classique par plusieurs 
stratégies décrites précédemment, permettant la traduction spécifique de certains 
ARNm contenant un IRES. Lors du choc thermique, quand la traduction cap-
dépendante est bloquée, la traduction de BAG-1 est maintenue grâce à l’activité de 
son IRES (Coldwell et al 2001). Dans les cellules cancéreuses soumises au choc 
thermique, l’expression de BiP est induite non seulement au niveau de la 
transcription mais également de la traduction. Grâce au vecteur bicistronique, il a 
été mis en évidence l’activation de l’IRES BiP en réponse à un choc thermique 
soutenu (15h) (Kim et al 2002). 
 
Déprivation en nutriment ou carence en acide aminé : 
 Contrairement aux autres molécules, le stockage d’acides aminés n’existe pas 
dans la cellule. L’homéostasie cellulaire se fait par un équilibre entre les acides 
aminés entrants et sortants. De ce fait les transporteurs sont les principaux gènes 
régulés face à une carence en acide aminé. A titre d’exemple, le gène cat-1 (cationic 
amino acid transporter) codant pour un transporteur Arg/Lys essentiel à la survie 
des cellules en réponse à une carence en nutriment, est régulépar un IRES ainsi que 
par un uORF (Fernandez et al 2005). Un autre transporteur responsable de l’activité 
du système de transport A comme cat-1, SNAT2 : la quantité de son ARNm est 
augmentée ainsi que celle de sa protéine. Il a été démontré que la traduction de 
l’ARNm SNAT2 en réponse à une carence en acide aminé passe par le mécanisme 
IRES-dépendant (Gaccioli et al 2006). 
 
Activation des IRES en réponse à des stimuli physiologiques : 
 Certains états physiologiques des cellules nécessitent une modification de 
l’expression génique notamment la différenciation cellulaire. En 1996, Bernstein et 
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ses collègues ont montré l’activation de l’IRES de l'ARNm du PDGF lors de la 
différenciation des mégakaryocytes (Bernstein et al 1997). Une étude sur la 
spermatogenèse a démontré l’activation de l’IRES de FGF2 par la testostérone 
(Gonzalez-Herrera et al 2006). 
L’activité de l’IRES du FGF2 s'est avérée être extrêmement forte dans les 
neurones. Notamment, elle est fortement activée lors de la formation du réseau 
synaptique (Audigier et al 2008). 
 Des résultats de l’équipe montrent aussi que la traduction IRES-dépendante 
permet d'induire le FGF1 lors de la différenciation myogénique. L'IRES du FGF1 
est activé de manière couplée avec celle de son promoteur, révélant un mécanisme 
de couplage transcription-traduction (Conte et al 2009). Ce mécanisme sera 
développé dans le chapitre 1 de ma thèse.  
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III-  Le stress  dans l es  patholog ies  
 
Impact de l’hypoxie dans le cancer  
 
Durant le développement tumoral, les cellules cancéreuses prolifèrent et 
forment par la suite une masse cellulaire avascularisée. Ainsi les apports en oxygène 
et en nutriment au centre de cette masse ne sont pas assurés. Les cellules 
cancéreuses sont alors en hypoxie, on parle d’hypoxie tumorale. L’hypoxie 
tumorale tient un rôle important dans l’agressivité de la tumeur. Elle permet sa 
progression, son invasion et sa dissémination métastatique. De plus, la tumeur 
devient résistante aux traitements de radio- et chimiothérapies, du fait de la perte de 
perfusion causée par l’hypoxie. Ce stress hypoxique va déclencher plusieurs 
cascades de signalisation permettant l’expression des facteurs pro-angiogéniques 
aboutissant à l’angiogenèse tumorale (Carmeliet et al 2000). Le développement et la 
progression tumorale sont caractérisés par la formation de nouveaux vaisseaux au 
sein de la tumeur. Le vaisseau tumoral formé permet de restaurer le flux sanguin 
mais de manière transitoire. On observe des cycles d’arrêts transitoires de la 
perfusion suivis de ré-oxygénation. Cela est dû à l’inadéquation entre la croissance 
des cellules tumorales et l’angiogenèse. En effet, la croissance tumorale est plus 
rapide que l’angiogenèse. L’autre système vasculaire est le système lymphatique qui 
joue également un rôle crucial dans la dissémination métastatique. L’étude de la 
lymphangiogenèse dans le contexte tumoral montre que l’hypoxie au centre de la 
tumeur induit la sécrétion du facteur lymphangiogénique VEGFC, stimulateur de la 
lymphangiogenèse (Morfoisse et al 2014). Les cellules tumorales utilisent les 
vaisseaux lymphatiques qui sont très perméables, pour atteindre les ganglions 
lymphatiques puis d’autres organes. A la base, les vaisseaux lymphatiques ont pour 
rôle de drainer les fluides interstitiels à partir des tissus afin de les renvoyer dans la 
circulation sanguine. La tumeur utilise cette voie pour se disséminer. 
Comme je l’ai décrit dans la partie II, HIF est le principal facteur de la régulation 
transcriptionnelle en réponse à l’hypoxie. Il a été décrit que l’hypoxie active 
l'expression de plusieurs facteurs pro-angiogéniques qui sont les cibles de HIF1α 
du fait de la présence d'un élément HRE dans leur promoteur. C'est le cas du 
facteur VEGF-A, dont l'ARNm s'accumule dans les cellules endothéliales en 
réponse à l’hypoxie (Liu et al 1995). Dans le cancer du pancréas, l’expression de 
VEGF-A est régulée par HIF1α (Buchler et al 2003, Pages et al 2005). Et la 
transcription du facteur TGFβ (transforming growth factor) est également régulée 
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par HIF1α (Saed et al 2002, Jiang et al 2007). De plus, l’hypoxie induit la 
lymphangiogenèse par l’induction de l’expression de VEGFC par un mécanisme 
IRES-dépendant, indépendant de HIF1 dans les tumeurs mammaires (Morfoisse et 
al 2014). HIF2α est moins étudiéque HIF1α mais peut également réguler 
l’expression de certains gènes en hypoxie. Le récepteur EGFR (Epidermal growth 
factor receptor) est induit en hypoxie par HIF2α dans le carcinome épidermoïde 
(Wang et al 2010). De même l'ARN non codant NEAT1 est induit dans les tumeurs 
mammaires par un mécanisme dépendant de HIF2 (Choudhry et al 2015). 
Ainsi, l’hypoxie tumorale module l’expression des gènes angiogéniques au niveau 
transcriptionnel grâce au facteur HIF mais elle peut également réguler la synthèse 
protéique par le mécanisme alternatif IRES-dépendant.  
Face à l’hypoxie, la cellule réduit sa production de protéines en bloquant la 
cascade de signalisation mTOR. La phosphorylation de mTOR va bloquer 
l’initiation de la traduction dépendante de la coiffe en agissant sur les facteurs 
d’initiation de la traduction (partie II-2). Cette baisse de la synthèse protéique 
permet une économie d’énergie et l'activation de la traduction des gènes spécifiques 
suite à ce stress, par le mécanisme dépendant des IRES ou celui des uORF. 
Le facteur hypoxique HIF, qui a un fort pouvoir angiogénique, possède justement 
un IRES dans son ARNm, permettant de maintenir, la synthèse de la protéine HIF 
en condition hypoxique (Lang et al 2002). Dans le cancer du sein, l’hypoxie inhibe 
la traduction dépendante de la coiffe par une hypophosphorylation de 4E-BP1 
engendrant la séquestration du facteur eIF4E. Une étude dans des cellules de 
neuroblastome humain montre une augmentation de l’expression du facteur EGFR 
(Epidermal growth factor receptor) en condition hypoxique. Ce travail a démontré 
la présence et l’activation d’un IRES dans le 5’UTR de l’ARNm EGFR (Webb et al 
2015). 
Durant la croissance tumorale, les cellules cancéreuses rencontrent plusieurs stress : 
l’hypoxie, la carence en nutriment et l’acidose. Lorsque ces derniers persistent, ils 
déclenchent le stress du réticulum endoplasmique qui active la voie UPR pour la 
survie des cellules. A plus long terme, le stress du réticulum endoplasmique induit 
la mort cellulaire. Dans un modèle de transplantation de la tumeur chez la souris, il 
a été montré que la voie IRE1-XBP1 (X-box binding protein1) favorise la 
croissance tumorale (Romero-Ramirez et al 2004). XBP1  est un régulateur 
transcriptionnel activé par la voie UPR Son invalidation dans des tumeurs injectées 
en sous-cutané chez la souris induit la mort cellulaire par la réponse au stress du 
RE, conduisant à une réduction de la croissance tumorale. Ce résultat suggère que 
XBP1 est essentiel à la croissance tumorale durant le stress du réticulum 
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endoplasmique. En plus du stress du RE, l’hypoxie tumorale peut aussi induire les 
protéines du choc thermique. Le choc thermique est caractérisé par l’expression des 
protéines HSP. Ces protéines HSP ont un fort pouvoir anti-apoptotique par 
conséquent les cellules cancéreuses les expriment pour empêcher leur mort 
cellulaire (Lanneau et al 2008). Les cellules tumorales utilisent les HSP pour résister 
aux chimiothérapies (Jego et al 2013). D’ailleurs, plusieurs inhibiteurs de HSP90 et 
HSP27 on fait l’objet d'essais cliniques (Wang et al 2014). 
 
Impact de l’hypoxie dans les pathologies ischémiques : 
 
D’après le rapport de l’organisation mondiale de la santé (OMS), les maladies 
cardio-vasculaires sont les premières causes de mortalité mondiale. Les chiffres de 
2012 estiment à 17,5 millions de nombre de décès, ce qui représente 31% de la 
mortalité mondiale. Les maladies cardiovasculaires causant le plus de décès sont 
l’infarctus du myocarde et l’accident vasculaire cérébral (AVC). En France, selon la 
santé publique, le nombre de décès pour ces deux pathologies s’élève à 44 971 dont 
37% sont dus à l’infarctus du myocarde et 63% à l’AVC. En 2013, elles concernent 
plus de 900 000 patients. En dépit des traitements existants, l’ischémie du membre 
inférieur et l’ischémie cardiaque restent un problème majeur de la santé publique.  
L’ischémie est principalement causée par l’athérosclérose qui est une lésion 
de l’intima due à une accumulation de lipoprotéines athérogènes modifiées dans 
l’espace sous-endothélial (Carew et al 1984, Boren et al 2000). Cette lésion va induire 
une réponse inflammatoire mobilisant les cellules inflammatoires (macrophages et 
lymphocytes T) suivie d’une prolifération cellulaire pour la cicatrisation 
(Buschmann et al 1999). Ces évènements conduisent à la formation de la plaque 
d’athérome. Si la cicatrisation n’est pas stabilisée, elle peut avoir des conséquences 
dramatiques. A terme, la rupture de la plaque provoque la formation d’un 
thrombus (ou caillot) obstruant les artères ; à titre d’exemple de pathologie avancée 
: l’infarctus myocardique ou cérébral (Virmani et al 2000) (Figure 14). 
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Figure 14 : Illustration de la formation de l’atherosclérose. D’après Gourdy, Bayard et Arnal, 
Sang Thrombose Vaisseaux 2005 (Pierre Gourdy 2005) 
 
L’occlusion des artères provoque une ischémie dans la zone en aval de 
l’obstruction. L’ischémie est caractérisée par une diminution d’apport en oxygène 
par le sang ce qui déclenche une hypoxie des cellules non irriguées. 
En réponse à l’hypoxie, les cellules vont mettre en place différents processus de 
revascularisation post-ischémique. Un de ces processus est l’angiogenèse qui est 
définie par la formation d’une extension vasculaire à partir des vaisseaux 
préexistants. Pour y parvenir les cellules régulent l’expression de leurs gènes face à 
ce stress hypoxique.  
Le facteur hypoxique HIF tient un rôle important dans la revascularisation post-
ischémique. La sous unité HIF1 est communément connue comme régulateur 
transcriptionnel de nombreux gènes angiogéniques comme VEGF, PLGF 
(placental growth factor), angiopoïetine 1 (ANGPT1), et ANGPT2 (Bosch-Marce 
et al 2007). Du côté de la sous-unité HIF2, l’invalidation du facteur eIF3E dans les 
cellules musculaires murines et humaines post-ischémiques montre une stabilisation 
de HIF2αcorrélée à une surexpression de FGF2 et de PDGF (platelet-derived 
growth factor) (Hashimoto et al 2016). Dans un modèle murin, l’inhibition du PHD 
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permet une surexpression des facteurs HIF qui est corrélée à l’augmentation de 
l’expression de VEGFA et TGF-β. Cela résulte en une réduction du niveau 
d’athérosclérose (Heim et al 2016). In vivo, VEGFA protège le cœur après ischémie 
chez le rat (Luo et al 1997). L’invalidation de ADAM17 (A disintegrin and 
metalloproteinase 17) dans les cardiomyocytes primaires inhibe la transcription de 
VEGFR2. ADAM17 est essentiel pour stimuler l’angiogenèse (Fan et al 2015).  
Des études par analyse transcriptomique à haut débit ont été faites sur 
l’ischémie cérébrale, focalisées sur l’expression génique dans les neutrophiles et les 
monocytes (Moore et al 2005, Tang et al 2006). Tang et ses collègues ont publié une 
signature des gènes régulés par l’inflammation. Tandis que Moore et ses collègues 
ont trouvé différentes classes de gènes régulés. Parmi eux, un groupe de gènes liés à 
l’hypoxie comme l’adrénomédulline et le cytochrome b-245. 
Smih et son équipe ont fait une étude pour rechercher un biomarqueur de 
l’insuffisance cardiaque systolique. Le transcriptome à grande échelle sur les 
globules blancs dans le sang a permis d'identifier sept gènes marqueurs de 
l’insuffisance cardiaque : ALK, SLC43A2, NGFB, FBXW7, TMEM79, UBN1 et 
FECH (Smih et al 2011). 
L’élément structural IRES présent dans certains ARNm joue un rôle crucial 
dans la régulation traductionnelle survenant lors de l’ischémie. Dans l’ischémie du 
membre inférieur, la quantité d'ARNm de FGF2 baisse, en revanche l'expression 
de la protéine est augmentée (Conte et al 2008). L’IRES du FGF2 est activé en 
réponse à l’hypoxie dans cette pathologie en corrélation avec une meilleure 
vascularisation. Durant le stress ischémique, la traduction de l'ARNm VEGFA est 
induite par l’activation de ses IRES A et B (Bornes et al 2007). L’équipe a démontré 
que l’IRES A initie la traduction au codon attendu AUG tandis que l’IRES B 
permet l'initiation à un codon CUG situé en amont. L’année suivante, la même 
équipe montre in vitro la régulation de l’expression de l’isoforme prédominante de 
VEGFA (VEGF 121) par l’IRES A (Bastide et al 2008).  
 
Les IRES, des outils biotechnologiques pour un 
transfert combiné de gènes thérapeutiques : 
 
Il existe des traitements chirurgicaux comme l’angioplastie et le pontage. 
L’angioplastie consiste à dilater l’artère pur rétablir le flux sanguin. Le pontage 
permet de rétablir le flux sanguin en contournant l’endroit obstrué par greffe d’une 
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artère. Malgré l’avancée de ces chirurgies, ces techniques ont des limites. Déjà dans 
un premier temps, certains patients sont inéligibles à ces chirurgies. Deuxièmement, 
malgré le recours à l’angioplastie, la sténose réapparaît chez certains patients au 
bout de quelques mois. Face à ces difficultés, des stratégies alternatives de 
traitements comme la thérapie cellulaire et la thérapie génique offrent des 
perspectives prometteuses. Je me focaliserai ici sur la thérapie génique. 
La thérapie génique consiste à apporter un gène fonctionnel pour rétablir 
une fonction lésée dans la cellule. Ainsi pour traiter les pathologies ischémiques, 
l’apport en gènes angiogéniques va faciliter la néo-vascularisation. L’approche 
thérapeutique retenue dans la plupart des études est l'angiogenèse thérapeutique. Le 
but est de faciliter le développement collatéral pour contourner l’occlusion en 
apportant des facteurs angiogéniques comme les VEGF ou les FGF à l'aide d'un 
vecteur (Rubanyi 2013). 
 
III-1-1- Utilisation des vecteurs à IRES pour le traitement de l’ischémie du 
membre inférieur 
  
 Les différents essais cliniques publiés à ce jour utilisent un seul facteur 
angiogénique comme VEGFA (Isner et al 1996)ou FGF1 (Nikol et al 2008). 
Cependant ces essais dont les bénéfices thérapeutiques étaient encourageants en 
phase II, se sont soldés par un échec en phase III. Parmi les causes possibles de ces 
échecs, il y a le type de vecteur utilisé (plasmide ou adénovirus qui donnent une 
expression transitoire du transgène) ou le fait que l'utilisation d'un seul gène 
thérapeutique ne suffise pas. En effet, de fortes doses d'un seul facteur 
angiogénique peuvent générer des vaisseaux non fonctionnels. Ainsi il a été montré 
que la surexpression de VEGF génère des vaisseaux trop perméables (Baumgartner 
et al 1998). Effectivement il est apparu que la thérapie combinée utilisant plusieurs 
facteurs angiogéniques engendre une meilleure efficacité thérapeutique sur des 
modèles animaux (pour revue (Renaud-Gabardos et al. 2015)). Dans l’ischémie des 
membres, la combinaison de FGF2 et PDGF induit synergiquement le réseau 
vasculaire dans des modèles animaux de rat et de lapin (Cao et al 2003). Après 
ligature de l’artère fémorale, la surexpression de PDGF et de FGF2 augmente la 
vascularisation et améliore le flux sanguin. D’autres études combinant FGF2 et 
GM-CSF, VEGFA et FGF2 ou VEGFA et angiopoétine ont démontré le bénéfice 
d'une association de deux facteurs angiogéniques par rapport à l'effet de chaque 
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facteur de croissance pris isolément (Chae et al 2000, Lee et al 2007, Layman et al 
2009). 
 Il existe plusieurs moyens de co-exprimer deux gènes (ou plus) mais qui 
présentent des inconvénients. Il est possible d'utiliser deux vecteurs séparés pour 
chaque gène, mais dans ce cas on n'a pas la certitude que les deux vecteurs se 
maintiennent avec la même stabilité à long terme et il est possible que l'expression 
de l'un des deux gènes disparaisse (notamment s'il est contre-sélectionné parce qu'il 
a une activité toxique ou inhibitrice de la prolifération cellulaire) (Allera-Moreau et 
al 2007). De même, si les deux gènes sont clonés dans le même vecteur mais sous 
contrôle de deux promoteurs, il y a un risque d'extinction de l'un des deux car il 
peut y avoir une compétition entre ces deux promoteurs (Allera-Moreau et al 2006, 
Lee et al 2007). L’expression d’une protéine de fusion a aussi ses limites. La fusion 
des protéines peut inhiber la localisation où la protéine exerce sa fonction. La 
localisation d’une protéine peut déterminer sa fonction. Par conséquent, une 
mauvaise localisation de la protéine de fusion rend la protéine non fonctionnelle 
(de Felipe et al 2006). Le problème de la protéine de fusion peut aussi être d'altérer 
la conformation de la protéine essentielle à sa fonction.  
Ainsi, il est apparu que les IRES constituent un outil essentiel pour la co-
expression des transgènes. En effet un vecteur à IRES peut produire plusieurs 
protéines différentes à partir d’un seul transcrit, grâce au mécanisme d'entrée 
interne des ribosomes (Figure 15).  
Le vecteur à IRES présente plusieurs avantages par rapport aux autres 
systèmes de co-expression : (i) l'IRES permet de s’affranchir de la compétition 
entre deux promoteurs (ii) il permet de maintenir un ratio stable des protéines 
exprimées dans le temps (Allera-Moreau et al 2006) (iii) l'IRES peut être tissu-
spécifique, c'est notamment le cas de certains IRES d'ARNm cellulaires, ce qui peut 
limiter les effets indésirables suite à la surexpression de facteurs à distance du site 
d’intérêt (Creancier et al 2000, Creancier et al 2001) (iv) certains IRES sont activés 
en condition de stress, permettant une synthèse protéique contrôlée (Bornes et al 
2007, Conte et al 2008). 
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Figure 15 : Le concept du vecteur multicistronique basé sur les IRES. 
D’après Renaud-Gabardos et al, (Renaud-Gabardos et al 2015) 
 
Comme les pathologies ischémiques induisent différents stress et que 
certains IRES sont actifs dans ces conditions, la traduction IRES-dépendante 
permet de maintenir l’homéostasie cellulaire en induisant spécifiquement la 
traduction de certains gènes. Le choix de l’IRES est alors crucial. 
Ce concept a déjà fait l’objet de plusieurs études dans la revascularisation 
après l’ischémie du membre. Notre laboratoire a validé le concept du vecteur 
bicistronique basé sur l’IRES en combinant FGF2 et Cyr-61 pour induire la 
vascularisation dans le traitement de l’ischémie du membre inférieur chez la souris 
(Rayssac et al 2009). Ce travail a démontré que le vecteur bicistronique permet un 
effet synergique des deux molécules thérapeutiques avec une meilleure efficacité 
thérapeutique à de plus faibles doses de molécules. Ceci permet aussi d'éviter des 
effets indésirables sur l'angiogenèse tumorale contrairement à ce qui a été observé 
avec un vecteur monocistronique qui exprime de fortes doses de Cyr61 (Rayssac et 
al 2009). D'autres études vont dans le mêmesens. Chez le lapin, la combinaison des 
gènes VEGFA et BMP7 (bone morphogenetic protein) séparés par l’IRES 
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d’EMCV stimule l’angiogenèse et la régénération osseuse (Zhang et al 2010). Plus 
récemment, une équipe a montré l’effet de la combinaison des facteurs VEGFA et 
FGF4 avec l’IRES EMCV sur la vascularisation du membre chez la souris (Jazwa et 
al 2013). 
 
III-2Utilisation des vecteurs à IRES pour le traitement de l’ischémie cardiaque : 
 
La co-administration de transgènes a démontré un bénéfice thérapeutique 
ces vingt dernières années surtout dans des études essentiellement pré-cliniques 
dans des pathologies telles que le cancer et l’ischémie du membre inférieur. Peu 
d’études ont été réalisées sur l’ischémie cardiaque. Cependant, une équipe a 
combiné VEGFA et PDGFB et a obtenu avec deux vecteurs AAV exprimant 
chaque facteur de croissance un meilleur bénéfice thérapeutique à la fois dans 
l'ischémie du membre et dans l'ischémie cardiaque (Kupatt et al 2010). Récemment, 
chez le rat, la combinaison de Gata4, Mef2C et Tbx5 a donné de bons résultats 
pour la transdifférenciation de fibroblastes cardiaques en cardiomyocytes en 
utilisant le système du peptide 2A (Mathison et al 2014).  
Des travaux récents de l’équipe combinant dans un lentivecteur trois gènes 
thérapeutiques, l'apeline (facteur cardioprotecteur), le FGF2 (angiogène) et 
SERCA2a (pompe à calcium restaurateur de la fonction contractile) séparés de 
l’IRES de FGF1 ont permis de montrer que l'apeline et le FGF2 ont un effet 
coopératif sur l'angiogenèse, et que la coopération des trois protéines permet 
d'améliorer les paramètres de la fonction cardiaque, l'hypertrophie et la fibrose dans 
des souris en insuffisance cardiaque (Renaud-Gabardos et al, soumis, thèse de 
doctorat Renaud-Gabardos Décémbre 2016). 
Afin de réguler finement l’expression traductionnelle d’un gène, l’étude de la 
régulation des IRES d’ARNm cellulaires s’avère essentielle pour développer des 
systèmes optimisés de transfert combiné de plusieurs gènes thérapeutiques pour la 
thérapie génique de différentes pathologies, notamment celles liées à l’angiogenèse. 
Ainsi je me suis penchée durant ce travail de thèse sur l'identification des 
mécanismes moléculaires permettant la régulation de l'activité des IRES lors du 
stress hypoxique. 
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IV-  Objectifs de la thèse : 
 
Cette introduction m’a permis de souligner l’importance de la régulation 
traductionnelle, complémentaire à la régulation transcriptionnelle afin de répondre 
finement en temps et en heure aux stimuli perçus par la cellule pour le bon 
fonctionnement de l’organisme. Parmi elle, les IRES tiennent une place importante 
du fait de leur spécificité en fonction du signal. 
Cependant, une meilleure compréhension des mécanismes traductionnels 
dépendants des IRES en réponse à un stimulus spécifique est nécessaire. Cette 
question amène à mon travail de thèse qui a eu pour objectif d’identifier les 
mécanismes de régulation de la traduction dépendante de l’IRES en réponse à 
différents stimuli du microenvironnement cellulaire.  
Tout au long de ma thèse je me suis focalisée sur l’identification des acteurs 
moléculaires responsables de la régulation de la traduction IRES-dépendante dans 
trois situations physiologiques et/ou pathologiques cellulaires qui sont : la 
différenciation myogénique, le stress thermique et l’hypoxie. 
Le premier chapitre de ma thèse portera sur la régulation de la traduction 
dépendante du promoteur FGF1 par les facteurs p54nrb/NONO et hnRNPM 
durant la différenciation myoblastique. 
Dans le deuxième chapitre, je décrirai l’identification d’un nouvel IRES, celui du 
VEGF-D, et son mécanisme de régulation par le stress thermique. 
Finalement, un troisième chapitre qui a été le cœur de ma thèse, portera sur la 
régulation de l’activité IRES des ARNm des facteurs angiogéniques lors de 
l’hypoxie dans les cardiomyocytes, qui m’a amenée à l’identification d’un nouvel 
ITAF.
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Chapitre 1 
Traduction promoteur-dépendante de l’IRES de FGF1 
contrôlée par p54nrb et hnRNPM au cours de la 
différenciation des myoblastes 
 
Le facteur de croissance FGF1 est impliqué dans la différenciation des 
myoblastes. Il est régulé au niveau de sa transcription et de sa traduction. La notion 
de couplage entre ces deux étapes de régulation a été abordée dans l’introduction. 
En effet, le gène FGF1 possède quatre promoteurs (A, B, C, D) qui sont tissu-
spécifiques. Tous les transcrits expriment la même protéine. En revanche,  chacun 
d'entre eux présente un 5’UTR différent suite à un épissage alternatif qui varie 
selon le promoteur utilisé. Les transcrits issus des promoteurs A et C possèdent un 
IRES. 
Durant la différenciation myoblastique, le promoteur A est activé 
conjointement à l'IRES du transcrit A. Dans ce premier chapitre de ma thèse, je me 
suis focalisée sur l'identification des acteurs moléculaires responsables de 
l'activation de l'IRES couplée à celle du promoteur. Ainsi, nous avons cherché à 
identifier, par la technologie de bioanalyse moléculaire par résonance plasmonique 
de surface couplée à la spectrométrie de masse (BIA-MS), les protéines liées au 
promoteur et à l'IRES du FGF1. Nous avons identifié deux protéines, 
p54nrb/NONO et hnRNPM, capables de se lier à la fois au promoteur et à l'IRES. 
Des expériences d'invalidation et de surexpression indiquent que ces deux protéines 
sont à la fois des activateurs transcriptionnels du promoteur et des ITAF capables 
d'activer l'IRES durant la différenciation myoblastique. De manière surprenante, 
nos travaux démontrent qu'un événement nucléaire est requis pour l'activation de 
l'IRES par ces deux ITAF, et que la présence du promoteur du FGF1 accroît 
significativement leur rôle d'activateurs traductionnels.   
Ainsi notre étude a démontré que la régulation de la traduction de l'ARNm 
FGF1 par les régulateurs p54nrb/NONO et hnRNPM durant la différenciation des 
myoblastes est dépendante de son promoteur. Ces résultats nous amènent à faire 
l'hypothèse que les deux ITAF sont recrutés de manière co-transcriptionnelle pour 
former "l'IRESome" sur l'ARNm naissant, et que ce complexe sera ensuite exporté 
vers le cytoplasme où l'ARNm sera alors traduit par le mécanisme IRES-dépendant. 
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Figure 16 : Modèle du mécanisme d’expression de FGF1 par les facteurs p54nrb/NONO et 
hnRNPM durant la différenciation des myoblastes. P54nrb/NONO et hnRNPM se fixent sur le 
promoteur de FGF1 en induisant sa transcription. Ils se fixent ensuite sur le pré-ARNm naissant en se 
liant au CTD de l’ARN PolII (non publié). Les ITAF p54nrb/NONO et et hnRNPM liés sur l’IRES 
de FGF1 vont être exportés dans le cytoplasme en activant l’IRES pour synthétiser la protéine FGF1. 
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Chapitre 2 
La nucleoline induit la traduction de VEGFD en réponse 
au choc thermique lors de la lymphangiogenèse tumorale 
 
 Le système lymphatique est utilisé par les tumeurs comme une voie de 
dissémination métastatique. De plus, la tumeur induit plusieurs stress successifs 
(hypoxie, choc thermique, stress du réticulum, ...). Notre équipe a montré 
précédemment que le facteur lymphangiogénique majeur VEGFC est induit par 
l'hypoxie, et que cette induction est liée à l'activation d'un IRES identifié dans son 
ARN messager. J'ai d'ailleurs contribué à ce travail qui a fait l'objet d'un article dans 
Cell Report, joint en annexe. Cette étude suggère que d'autres facteurs 
lymphangiogéniques pourraient être induit par le stress au niveau traductionnel. 
 Dans ce deuxième volet de ma thèse, qui a donné lieu à l'article ci-après, 
nous nous sommes intéressés à la régulation de l'expression de l'autre facteur 
lymphangiogénique majeur, le VEGFD, lors de la progression tumorale. Le 
VEGFD induit non seulement la lymphangiogenèse mais aussi la dilatation des 
vaisseaux lymphatiques, ce qui les rend plus perméables à la dissémination 
métastatique. Nous avons mis en évidence une régulation traductionnelle de 
l'expression du facteur VEGFD dans des tumeurs mammaires de souris. Cette 
activation a lieu en dépit de la surexpression et la déphosphorylation de 4E-BP1 qui 
inactive la traduction dépendante de la coiffe. Nous avons caractérisé la présence 
d’un IRES dans la région 5’ non traduite du transcrit VEGFD. En soumettant les 
cellules tumorales à différents stress il est apparu que le stress qui active l'IRES du 
VEGFD dans ces cellules est le choc thermique. De manière plus intéressante 
encore, nous avons identifié un ITAF qui contrôle l'activité de cet IRES: il s'agit de 
la nucléoline. Cette protéine a été identifiée en utilisant à nouveau la technologie de 
BIA-MS validée dans le chapitre 1. Nous montrons que cette protéine, 
majoritairement nucléolaire, est relocalisée dans le cytoplasme en réponse au choc 
thermique. L’invalidation de la nucléoline par un siARN ou par un agent anti-
inflammatoire inhibe la traduction de l'ARNm VEGFD tout en induisant une 
vasoconstriction au niveau des vaisseaux lymphatiques.  
Cette étude fournit la première évidence que la régulation traductionnelle IRES-
dépendante contrôlée par la nucléoline a un impact sur la dilatation des vaisseaux 
lymphatiques, qui est un événement majeur lors de la progression tumorale 
métastatique. 
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Figure 15 : Modèle d’activation de l’IRES de VEGF-D par la nucléoline lors du choc thermique. 
Lors du choc thermique, 4E-BP séquestre eIF4E inhibant la traduction dépendante de la coiffe. En 
réponse à ce même stress, la nucléoline se délocalise dans le cytoplasme pour activer l’IRES de l'ARNm 
VEGF-D et induire au niveau traductionnel l'expression de ce facteur de croissance.   
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Chapitre 3 
Les IRES sont des régulons traductionnels qui 
gouvernent l’induction séquentielle des facteurs de croissance  
(lymph)angiogéniques dans les cardiomyocytes en hypoxie 
 
L’hypoxie est un acteur majeur de l’induction de l’angiogenèse et de la 
lymphangiogenèse qui affecte l'expression génique au niveau transcriptionnel et 
traductionnel. Ce stress inhibe la traduction globale dans la cellule. Malgré cette 
inhibition, la synthèse de certaines protéines dont les  transcrits contiennent des IRES 
est maintenue voire activée. 
Des études précédentes de l'équipe ont montré que les IRES de des ARNm de 
facteurs  (lymph)angiogéniques  comme le FGF2, le VEGFA et le VEGFC sont activés 
par l'hypoxie dans des cellules tumorales  (VEGFA, VEGFC) ainsi que dans l'ischémie 
cutanée ou du membre  (FGF2, VEGFA). J'ai contribué à l'étude sur le VEGFC qui est 
jointe en annexe. 
 Ce volet de mon travail de thèse est focalisé sur l'hypoxie non tumorale, qui 
survient lors de l'ischémie cardiaque. Je me suis intéressée au contrôle de l'expression 
génique dans des cardiomyocytes HL-1. Pour cela, une approche globale de qPCR à 
haut débit a été réalisée en utilisant une puce Fluidigm de 96 gènes 
"lymph"angiogéniques. 
L'analyse du transcriptome et du traductome montre que peu de gènes sont induits au 
niveau du transcriptome alors que la plupart sont recrutés dans les polysomes en 
réponse à l'hypoxie, suggérant une induction traductionnelle. De plus certains gènes 
sont induits précocement et d’autres plus tardivement. De manière intéressante, tous 
les ARNm connus pour posséder un IRES ont été retrouvés dans les polysomes des 
cardiomyocytes hypoxiques. 
 Pour aller plus loin dans le mécanisme d’activation des gènes angiogéniques et 
lymphangiogéniques, nous avons étudié la régulation de l'activité d'une série d'IRES à 
différents temps d'hypoxie, après transduction des cardiomyocytes avec des 
lentivecteurs bicistroniques. Nous montrons que tous les IRES sont activés, mais à 
différents temps d'hypoxie. Les résultats font apparaître trois vagues d’activation : les 
IRES des FGF sont activés très précocement à 4h, ceux des VEGF un peu moins 
précocement à 8h, alors que les IRES de c-myc et d'EMCV, non liés à l'angiogenèse, 
sont activés en phase tardive à 24h d'hypoxie. 
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L'utilisation de la BIA-MS a été utilisée pour rechercher des ITAF "hypoxiques" dans 
les cardiomyocytes, ce qui a permis d'identifier pour l'instant un nouvel ITAF: la 
vasohibine-1  (VASH-1), qui paraît réguler spécifiquement l'IRES du FGF1 en hypoxie. 
L'identification d'autres ITAF spécifiques de chaque vague d'activation d'IRES est en 
cours. Ces résultats démontrent d'ores et déjà que le mécanisme IRES-dépendant est 
crucial pour contrôler l'expression des facteurs  (lymph)angiogéniques dans le cœur. Ils 
suggèrent aussi que différents ITAF sont impliqués pour permettre ces différentes 
vagues d'induction traductionnelle, qui sont probablement requises pour permettre la 
formation de vaisseaux fonctionnels dans le cœur ischémique. 
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IRESs as translational regulons for sequential induction of  
(lymph)angiogenic growth factors in hypoxic cardiomyocytes 
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ABSTRACT 
Hypoxia, a major inducer of angiogenesis, is known to trigger major changes of gene 
expression, including transcription activation by hypoxia-induced factor  (HIF) associated 
to a strong blockade of mRNA translation. Internal ribosome entry site  (IRES)-dependent 
translation however allows expression of a few mRNAs during hypoxia. Here we 
performed gene expression profiling in hypoxic HL-1 cardiomyocytes from mouse 
ischemic heart, using a Fluidigm deltagene qPCR array dedicated to  (lymph)angiogenesis 
genes. Total or polysomal RNAs were analyzed to obtain transcriptome or translatome 
signature, respectively. Data show that only a few genes, including the targets of HIF-1, 
are induced in the transcriptome, whereas most of them are recruited into polysomes 
during hypoxia, suggesting a wide translational induction. All the known IRES-containing 
mRNAs were found associated to polysomes of hypoxic cells. IRES-activities were 
measured at different times of hypoxia, after cardiomyocyte transduction with bicistronic 
lentivectors, revealing a sequential activation during hypoxia. Fibroblast growth factor 
IRESs were activated at 4 hours, vascular endothelial growth factor IRESs at 8 hours, 
whereas IRESs of non angiogenic mRNAs were activated at 24h only. Biomolecular 
analysis coupled to mass spectrometry and knock-down experiments led us to 
identification of vasohibin1  (VASH1) as a new IRES trans-acting factor  (ITAF) active in 
cardiomyocytes in the first step of early hypoxia. These data suggest that IRESs constitute 
regulons under the control of specific ITAFs, leading to sequential translational induction 
of  (lymph)angiogenic factors whose expression is required to form new functional vessels 
in ischemic heart.   
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INTRODUCTION 
Hypoxia constitutes a major stress in different pathologies, including cancer where 
the center of solid tumors lacks oxygen, as well as ischemic pathologies where artery 
occlusion leads to hypoxic conditions due to a poor or absent tissue perfusion. In all 
these pathologies, hypoxia induces a cell response that stimulates angiogenesis in 
order to feed the starved cells with oxygen and nutriments (Pouyssegur et al., 2006). 
More recently it has been shown that formation of lymphatic vessels, 
lymphangiogenesis, is also induced by hypoxia (Morfoisse et al., 2014a). Hypoxia-
induced (lymph)angiogenesis is mediated by a strong modification of gene 
expression at both transcriptional and post-transcriptional levels (Holcik & 
Sonenberg, 2005, Pouyssegur et al., 2006). A major way of gene expression 
regulation is mediated at the transcriptional level by the hypoxia induced factor 1  
(HIF1), a transcription factor stabilized by oxygen deprivation, that activates 
transcription from promoters containing hypoxia responsive elements (HRE).  One of 
the well-described HIF1 targets is vascular endothelial growth factor A (VEGFA), a 
major angiogenic factor (Forsythe et al., 1996, Pages & Pouyssegur, 2005). However, 
two other major angiogenic or lymphangiogenic growth factors, fibroblast growth 
factor 2 (FGF2) and VEGF-C, respectively, are induced by hypoxia in a HIF-
independent manner by a translational mechanism, indicating the importance of the 
post-transcriptional regulation of gene expression in this process (Conte et al., 2008, 
Morfoisse et al., 2014a). 
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Translational control of gene expression plays a crucial role in the stress response. 
In particular, translation of most mRNAs, occuring by the classical cap-dependent 
mechanism, is silenced whereas alternative translational mechanisms allow 
enhanced expression of a small group of messengers involved in the control of cell 
survival (Baird et al., 2006, Holcik & Sonenberg, 2005, Spriggs et al., 2008). One of 
the major alternative mechanisms able to overcome this global inhibition of 
translation by stress depends on internal ribosome entry sites (IRESs) that 
correspond to RNA structural elements allowing internal ribosome recruitment on 
mRNA. As regards the molecular mechanisms of IRES activation by stress, several 
studies have reported the involvement of RNA binding proteins, called IRES trans-
acting factors (ITAFs), able to stabilize the adequate RNA conformation allowing 
ribosome recruitment (Faye & Holcik, 2015, Lewis & Holcik, 2008, Liberman et al., 
2015, Mitchell et al., 2003, Morfoisse et al., 2016). However, ITAFs involved in the 
hypoxic response remain a challenging question to address. 
Interestingly, IRESs are present in the mRNAs of several (lymph)angiogenic growth 
factors in the FGF and VEGF families, suggesting that the IRES-dependent 
mechanism might be a major way to activate angiogenesis and lymphangiogenesis 
during stress (Huez et al., 1998, Martineau et al., 2004, Morfoisse et al., 2014a, 
Morfoisse et al., 2016, Stein et al., 1998, Vagner et al., 1995). However, most 
studies of the role of hypoxia in gene expression regulation have been performed in 
tumoral hypoxia, while it has been reported that tumoral angiogenesis leads to 
formation of abnormal vessels that are non functional, which strongly differs from 
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non tumoral angiogenesis that induces formation of functional vessels (Jain, 2005). 
This suggests that gene expression regulation in response to hypoxia may be 
different in cancer versus ischemic pathologies. In particular, the role of IRESs in 
the control of gene expression in ischemic heart, the most frequent ischemic 
pathology, remains to be elucidated. 
Here we analyzed the transcriptome and the translatome of (lymph)angiogenic 
growth factors in hypoxic cardiomyocytes, and studied regulation of IRES activities 
in early and late hypoxia. Data show that in cardiomyocyte, most  
(lymph)angiogenic growth factor are mostly regulated at the translational level. 
Interestingly FGF and VEGF mRNA IRESs are activated at different times of early 
hypoxia in contrast to IRESs of non angiogenic messengers. We also looked for 
ITAFs governing IRES activation in hypoxia and identified Vasohibin 1 (VASH1) 
as a new ITAF expressed in hypoxic cardiomyocytes. 
 
RESULTS  
Few  (lymph)angiogenic genes are induced in the transcriptome of hypoxic 
cardiomyocytes. 
In order to analyze expression of angiogenic and lymphangiogenic growth factors in 
hypoxic cardiomyocytes, the HL-1 cell line was chosen: although immortalized, it 
has kept the beating phenotype specific to cardiomyocyte (Claycomb et al., 1998). 
HL-1 cells were submitted to increasing times of hypoxia, from 5 minutes to 24 
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hours, then cDNA was prepared from cell extracts and analyzed using a Fluidigm 
Deltagene PCR array targeting 96 genes of angiogenesis, lymphangiogenesis and/or 
stress (Fig. 1 and Table S1). Data showed that three known HIF1 targets VEGFA, 
PAI-1 and apelin are induced at 8h of hypoxia (Forsythe et al., 1996, Kietzmann et 
al., 1999, Ronkainen et al., 2007). Unexpectedly, only a few genes were 
significantly induced, whereas several genes of major angio- or lymphangiogenic 
factors, such as FGF2 and VEGFC, were strongly repressed at the mRNA level after 
4h or 8h of hypoxia. These data indicate that the transcriptional response to hypoxia 
in cardiomyocytes is not the major mechanism controlling gene expression, 
suggesting that post-transcriptional mechanisms are probably involved. 
mRNAs of most  (lymph)angiogenic genes are recruited into polysomes in hypoxic 
cardiomyocytes. 
The recruitment of mRNAs into polysomes was then analyzed to test the hypothesis 
of translational induction. This experiment was performed in early hypoxia (4 h). 
The polysome profile showed, as expected, a strong decrease of global translation  
(Fig. 2A). In contrast, most genes of the  (lymph)angiogenic array were more 
efficiently recruited into polysomes in hypoxic conditions (Fig. 2B, Table S2). This 
translational induction not only targets major angiogenic factors and their receptors  
(VEGFA, FGF1, PDGFA, FGFR3, KDR,...), but genes involved in cardiomyocyte 
survival in ischemic heart  (IGF1, IGF1R) or in inflammation (BAI1, TGFb). These 
data suggest that in cardiomyocytes, the main response to early hypoxia is not 
transcriptional, but translational. 
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All IRES-containing mRNAs are more efficiently associated to polysomes in hypoxic 
conditions. 
IRES-dependent translation has been reported to drive translation of several mRNAs 
in stress conditions (Conte et al., 2008, Holcik & Sonenberg, 2005, Morfoisse et al., 
2014a, Morfoisse et al., 2014b). Thus we focused onto the regulation of the different 
IRES-containing mRNAs present the Fluidigm array (Fig. 3). Interestingly, the only 
IRES-containing mRNA to be induced at the transcriptional level by hypoxia was 
VEGFA, up to ten times at 24 h of hypoxia (Fig. 3A). Expression of the apelin-
receptor (aplnnr), presumably devoid of IRES, is also shown for comparison. 
Polysome recruitment of these IRES-containing mRNAs is shown in figure 3B. 
Clearly, FGF1, VEGFA, VEGFD, HIF1α , IGF1R and Cyr61 mRNAs were 
recruited into polysomes in hypoxia 2 to 4 times more than in normoxia, which 
means an important induction in terms of protein synthesis. In contrast, the aplnnr 
mRNA present in polysomes decreases about three times. The data are not available 
for FGF2 and VEGFC mRNAs, which were under the threshold of detection.  These 
results indicate that hypoxia in cardiomyocytes, although blocking global cap-
dependent translation, is able to induce translation of all detectable IRES-containing 
angiogenic factor mRNAs. This mechanism occurs as soon as after 4 hours of 
oxygen deprivation, thus corresponding to an early event in the hypoxic response 
process. 
 
	   	   Résultats	  -­‐	  Chapitre	  3	  	  
IRESs of  (lymph)angiogenic factor mRNAs are activated at different times of early 
hypoxia. 
To check that the polysome recruitment of IRES-containing mRNAs actually 
corresponds to a stimulation of IRES-dependent translation, IRESs from FGF and 
VEGF mRNAs were introduced into a bicistronic dual luciferase gene expression 
cassette  (Fig. 4A). As controls, two IRESs from non angiogenic mRNAs, c-myc 
and EMCV IRESs, were used in the experiment. The IRES-containing cassettes 
were subcloned into a lentivector plasmid, as HL-1 cells are not efficiently 
transfected by plasmids but can be easily transduced by lentivectors with an 
efficiency of more than 80% (not shown). The bicistronic vector strategy, 
previously validated by us and others, allows to measure IRES activity revealed by 
expression of the second cistron, LucF (Creancier et al., 2000, Morfoisse et al., 
2014a). HL-1 cardiomyocytes were transduced by the different lentivectors, then 
submitted to increasing times of hypoxia. Luciferase activities were measured from 
cell extracts and IRES activities shown as the ratio LucF/LucR. Data showed 
different behaviors, depending on the IRES (Fig. 4B-D). Clearly, the FGF IRESs 
were induced early, after 4 hours of oxygen deprivation (Fig. 4B). The FGF1 IRES 
showed a peak at 4 hours, while the FGF2 IRES continued to be activated at 8 
hours. The four VEGF IRESs all peaked after 8 hours of hypoxia (Fig. 4C). 
However the VEGFA IRES activities decreased at 4 hours whereas that of the 
VEGFC and -D IRESs did not. Finally, the c-myc and EMCV IRESs were activated 
only in late hypoxia after 24 hours (Fig. 4D). These data provide two important 
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informations: first, IRESs from (lymph)angiogenic growth factor mRNAs are 
activated during early hypoxia, in contrast to other IRESs. Second, these 
"angiogenic" IRESs are sequentially activated in two waves during early hypoxia. 
The earliest wave concerns the FGF IRESs, especially FGF1 IRES, whereas a 
second wave of activation concerns the VEGF IRESs.  
 
Identification of IRES-bound proteins in hypoxic cardiomyocytes reveals the 
presence of vasohibin-1. 
The two waves of activation of the angiogenic factor IRESs in early hypoxia 
suggested that different ITAFs may be involved at 4 hours and at 8 hours. In an 
attempt to identify such ITAFs, we used the technology of biomolecular analysis 
coupled to mass spectrometry (BIA-MS), validated for ITAF identification in two 
previous studies (Ainaoui et al., 2015, Morfoisse et al., 2016). Biotinylated RNAs 
corresponding to FGF1, VEGFA (a) and EMCV IRESs were used as probes for 
BIA-MS, then bound proteins from normoxic and hypoxic HL-1 cells were 
recovered and identified (Fig. 5A-B, Table S3). Surprisingly, except for nucleolin 
bound to the VEGFA IRES in normoxia, no known ITAF was identified as bound to 
these IRESs in normoxia or in hypoxia. Thus we considered potential interesting 
features of other candidates and were interested by the presence of vasohibin-1 
(VASH1), a protein described as an endothelial cell-produced angiogenesis 
inhibitor, but also for its role in stress tolerance and cell survival (Sato, 2012, Sato, 
	   	   Résultats	  -­‐	  Chapitre	  3	  	  
2015). Interestingly, VASH1 was bound to the FGF1 IRES in hypoxia, but not in 
normoxia (Table S3). This protein was also bound to the EMCV IRES both in 
normoxia and hypoxia but not to the VEGFA IRES. VASH1 has been described as a 
secreted protein but never as an RNA-binding protein. However, the in silico 
analysis of VASH1 protein predicts an RNA-binding domain with the highest level 
of confidence, suggesting that it could bind directly to the IRES (Fig. 5C).  
 
Vasohibin 1 is a new ITAF selectively active in early hypoxia. 
VASH1 has been previously described for its expression in endothelial cells but 
never in cardiomyocytes (Sato, 2012). Our BIA-MS study provides evidence that it 
is expressed in HL-1 cardiomyocytes (Table S3). We analyzed the regulation of 
VASH1 expression at the mRNA level during hypoxia, obtained from the Fluidigm 
array (Fig 1, Table S1): VASH1 mRNA expression strongly decreases after 4 hours 
of hypoxia whereas it is slightly upregulated at 8 hours (Fig. 6A). However we have 
previously observed, in the case of FGF2 and VEGFC, that a decrease of mRNA 
accumulation in response to hypoxia may be accompanied by an increase of protein 
expression (Conte et al., 2008, Morfoisse et al., 2014a). Indeed, analysis of VASH1 
mRNA level in polysomes showed a strong increase (almost 7 times) indicating that 
VASH1 expression is induced at the translational level after 4h of hypoxia (Fig. 
6B).  
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The putative ITAF function of VASH1 was assessed by a knock-down approach 
using an siRNA smartpool (siVASH1). Transfection of HL-1 cardiomyocytes with 
siVASH1 was able to knock down VASH1 mRNA with an efficiency of 73% (Fig. 
6C). The effect of VASH1 knock-down was analyzed in HL-1 cells transduced with 
the different IRES-containing bicistronic lentivectors used in Figure 4. The results 
showed that the FGF1 IRES activity decreases by 80% upon VASH1 knock-down, 
whereas the other IRESs are not down-regulated (Fig. 6D). Strikingly, the VEGFA 
(a) IRES activity is enhanced in the absence of VASH1. These data suggest that 
VASH1 is an ITAF active in early hypoxia (4 hours), able to up-regulate the FGF1 
IRES, whereas it could act as a repressor of the VEGFAa IRES.  
Vasohibin 1 knock-down affects the translation of  (lymph)-angiogenic factor 
mRNAs . 
In order to detect a possible effect of VASH1 on the translation of other mRNAs, 
polysomal RNAs were purified from HL-1 cells transfected by the VASH1 siRNA 
smartPool or by the control siRNA. RNA recruitment into polysomes was analyzed 
with the Fluidigm array as above. The data showed the VASH1 knock-down 
generates a decrease of polysome recruitment for numerous mRNAs, while another 
set of mRNAs are more efficiently recruited (Fig. 7 and Table S2). Interestingly, the 
presence of FGF1 and IGF1R mRNAs in polysomes decreased, whereas that of 
VEGFA and -D mRNAs increased. This was consistent with the data of Fig. 6D, at 
least for FGF1 and VEGFA. These results suggest that VASH1 could be widely 
involved, directly or indirectly, in translational control of (lymph)angiogenic factor 
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expression. Furthermore, it seems to be involved in mechanisms of translational 
activation or repression of subsets of mRNAs. 
 
DISCUSSION 
The present study highlights the crucial role of translational control in the 
cardiomyocyte response to hypoxia. Up to now, although a few genes had been 
described for their translational regulation by hypoxia, it was thought that most 
genes are transcriptionally regulated. Here we show that translational control, 
revealed by mRNA recruitment in polysomes during hypoxia, concerns the majority 
of the genes involved in angiogenesis and lymphangiogenesis. IRES-dependent 
translation appears as a key mechanism in this process, as we show that all the 
mRNAs known to contain an IRES are up-regulated. Furthermore, our data reveal 
that IRESs of angiogenic factor mRNAs are sequentially activated during early 
hypoxia, and could constitute translational regulons in the (lymph)angiogenic 
response to hypoxia. These waves of IRES activation indicate the involvement of 
different ITAFs, specific of these steps of early hypoxia. We have identified one of 
these ITAFs, vasohibin-1, responsible for activation of the FGF1 IRES in the first 
wave of IRES activation. VASH1 seems to influence widely the translation of 
(lymph)angiogenic factor mRNAs and may have a pivotal role in the translational 
response to hypoxia in cardiomyocytes. 
Translational control in tumoral versus non tumoral hypoxia. 
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Most studies of gene expression in response to stress have been performed at the 
transcriptome level in tumoral cells of different origins, whereas the present study is 
focused on cardiomyocytes. HL-1 cardiomyocytes are immortalized but still exhibit 
the beating phenotype (Claycomb et al., 1998). This indicates that this cell model, 
although not perfectly mimicking the cardiomyocyte behavior in vivo, is still closer 
to a physiological state. The strong translational response to hypoxia revealed by 
our data, that differs from the transcriptional response usually observed in tumor 
cells, may reflect mechanisms occuring in cells that are non (or at least not too far) 
engaged into the cell transformation process leading to cancer. This hypothesis is 
supported by the observation that most tumor cell lines become resistant to hypoxia. 
Indeed, HL-1 cells respond to hypoxia very early, whereas various murine or human 
tumor cell lines described in other reports require a longer time of hypoxia for 
IRES-dependent translation to be stimulated. In human breast cancer BT474 cells, 
VEGFA, HIF and EMCV IRESs are all activated after 24h of hypoxia (Braunstein 
et al., 2007). In murine 4T1 and LLC cells (breast and lung tumor, respectively) as 
well as in human CAPAN-1 pancreatic adenocarcinoma, the VEGFA and VEGFC 
IRESs are activated after 24 hours of hypoxia whereas the EMCV IRES is not 
activated (Morfoisse et al., 2014a). The same observation of late activation in 4T1 
cells has been made for the FGF1 IRES, while this IRES is activated after 4 hours in 
HL-1 cardiomyocytes (Godet AC, unpublished data) (Fig. 4). Also, VEGFD IRES is 
differently regulated in HL-1 cardiomyocytes compared to 4T1 tumor cells: only 
heat shock, but not hypoxia, is able to activate this IRES in 4T1 cells, whereas it is 
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activated after 8 hours of hypoxia in HL-1 cardiomyocytes (Morfoisse et al., 2016) 
(Fig. 4). These observations suggest that many tumoral cell lines have developed 
resistance to hypoxia are not able to govern subtle regulations of gene expression 
such as the waves of IRES regulation observed in HL-1 cells.  
VASH1, an early hypoxic ITAF. 
We also consider the hypothesis that the important process of translational 
regulation observed in our study may cardiomyocyte-specific. In such a case IRES-
dependent translation would depend on cell type specific ITAFs as well as the early 
response to hypoxia. In agreement with this hypothesis, VASH1 expression is cell-
type specific: described up to now as endothelial-specific, this protein is not 
expressed in tumoral cells (Sato, 2012). In the present study we show that this cell-
type specificity extends to cardiomyocytes. Consistent with our data, this protein 
has been described as a key actor of striated muscle angio-adaptation (Kishlyansky 
et al., 2010). VASH1 may thus have a role in the early hypoxic response in a limited 
number of cell types. The role of VASH1 suggested by our data is meaningful if one 
considers the function of VASH1 in angiogenesis and stress tolerance (Sato, 2015). 
Furthermore, it has been reported that VASH1 is induced after 3 hours of cell stress 
at the protein level but not at the transcriptional level in endothelial cells (Miyashita 
et al., 2012).  This is in agreement with our observation in cardiomyocytes where 
VASH1, although downregulated in the transcriptome at 4 hours of hypoxia, is more 
efficiently recruited in polysomes at the same time (Fig. 6).   
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It noteworthy that VASH1 itself seems to be induced translationally by stress 
(Miyashita et al., 2012) (Fig. 6). In endothelial cells, Myashita et al report that the 
protein HuR upregulates VASH1 by binding to its mRNA. HuR may bind to an AU-
rich element present in the 3' untranslated region of the VASH1 mRNA. However, 
in other studies, HuR has also been described as an ITAF, thus it is possible that 
VASH1 itself may be induced by the IRES-dependent mechanism (Durie et al., 
2011, Galban et al., 2008). 
The anti-angiogenic function of VASH1 may appear inconsistent with its ability to 
activate the IRES of an angiogenic factor. However, VASH is described for its 
unique double feature of inhibiting angiogenesis and promoting endothelial cell 
survival (Miyashita et al., 2012, Sato, 2015). This could be due to the existence of 
five different isoforms of VASH1, and only two of them are able to inhibit 
endothelial cell growth (Kern et al., 2008, Kishlyansky et al., 2010). In the case of 
cardiomyocytes, the VASH1 function of cell survival promoter is probably 
involved. The translation activation or inhibition of subsets of genes, observed after 
VASH1 knock-down in the present study, also suggests that the VASH1 function in 
translation is not limited to the activation of the FGF1 IRES, and that VASH1 more 
widely acts on the angiogenic balance. 
IRESs as cis-acting regulons in the hypoxic response. 
The different waves of IRES activation observed in the present study suggest that 
different subsets of IRESs function as cis-acting regulons during hypoxia. The 
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concept of translational regulon has been revealed for the Hox gene family, whose 
mRNAs all contain IRESs that are regulated by ribosomal protein RPL38 (Xue et 
al., 2015). 
Our data indicate that VASH1 participates in an IRESome able to activate the FGF-
1 IRES whereas the data from the Fluidigm with the siRNA VASH1 suggest that 
additional IRES-containing mRNAs may be translationally induced by VASH1. We 
hypothesize that FGF1 might belong to a regulon of very early IRESs whereas the 
VEGF IRESs would constitute a regulon of mid-early IRESs. One must notice that 
the FGF2 IRES behaves differently from the FGF1 IRES, as it remains activated at 
8 hours, in contrast to the FGF1 IRES. This indicates that the FGF2 is probably not 
regulated by the same IRESome complex as the FGF1 IRES.  
Strikingly, VASH1 seems to inhibit the VEGFAa IRES activity, and the Fluidigm 
data indicate that VASH1 might regulate negatively a subset of other mRNAs. This 
raises the possibility that an ITAF may be either an activator or a repressor, 
depending on the IRES. Such a double role for an ITAF has been already described 
for the protein HuR, able to activate the XIAP and HIF-1α IRESs, whereas it down-
regulates the IGF1R, BCLxl and thrombomodulin IRESs (Durie et al., 2013, Durie et 
al., 2011, Galban et al., 2008, Meng et al., 2005, Yeh et al., 2008). Further study is 
required to determine the mechanism of action of VASH1. VASH1, itself regulated 
by HuR, could interact (directly or indirectly) with this protein in its function of 
translational regulator. Finally, the second wave of IRESs activated in mid-early 
hypoxia probably requires other ITAFs that remain to be discovered. 
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MATERIALS & METHODS 
Lentivector construction and production 
Bicistronic lentivectors coding for the renilla luciferase (LucR) and the stabilized 
firefly luciferase Luc+ (called LucF in the text) were constructed from the dual 
luciferase lentivectors described previously, which contained Luc2CP (Morfoisse et 
al., 2014a, Morfoisse et al., 2016). The cDNA sequences of the human FGF1, -2, 
VEGFA, -C, -D, c-myc and EMCV IRESs were introduced between the first  
(LucR) and the second cistron (LucF) (Nanbru et al., 1997, Prats et al., 2013, 
Vagner et al., 1995). The two IRESs of the VEGFA have been used and are called 
VEGFAa and VEGFAb, respectively (Huez et al., 1998). The expression cassettes 
were inserted into the SIN lentivector pTRIP-DU3-CMV-MCS vector described 
previously (Prats et al., 2013). All cassettes are under the control of the 
cytomegalovirus  (CMV) promoter.  
Lentivector particles were produced using the CaCl2 method-based by tri-
transfection with the plasmids pLvPack and pLvVSVg, CaCl2 and Hepes Buffered 
Saline (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France), into HEK-293FT cells. 
Viral supernatants were harvested 48 hours after transfection, passed through 0.45-
μm filters PVDF filters (Dominique Dutscher SAS, Brumath, France) and stored in 
aliquots at -80C until use. Viral production titers were assessed on HT1080 cells 
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with serial dilutions and scored for GFP expression by flow cytometry analysis on a 
BD FACSVerse (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France).  
 
Cell culture, transfection and transduction 
HEK-293FT cells and HT1080 cellswere cultured in DMEM-GlutaMAX + Pyruvate 
(Life Technologies SAS, Saint-Aubin, France), supplemented with 10% fetal bovine 
serum  (FBS), and MEM essential and non-essential amino acids (Sigma-Aldrich). 
Mouse atrial HL-1 cardiomyocytes were a kind gift from Dr. William Claycomb 
(Department of Biochemistry & Molecular Biology, School of Medicine, New 
Orleans) (Claycomb et al., 1998). HL-1 cells were cultured in Claycomb medium 
containing 10% FBS, Penicillin/Streptomycin (100U/mL-100µg/mL), 0.1mM 
norepinephrine, and 2mM L-Glutamine. Cell culture flasks were pre-coated with a 
solution of 0.5% fibronectin and 0.02% gelatin 1h at 37C (Sigma-Aldrich). To keep 
HL-1 phenotype, cell culture was maintained as previously described (Claycomb et 
al., 1998). 
For hypoxia, cells were incubated at 37C at 1%O2 and 5%CO2. 
HL-1 cardiomyocytes were transfected by siRNAs as follows: One day after being 
plated, cells were transfected with  10nM of  small interference RNAs  from 
Dharmacon Acell SMARTpool targeting VASH1 (siVASH1) or non-targeting 
siRNA control  (siControl), using Lipofectamine RNAiMax (Invitrogen) according 
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to the manufacter’s recommendations, in a media without penillin-streptomycin and 
norepinephrine. Cells are incubated  72h at 37C with siRNA (siRNA sequences are 
provided in Table S5). 
For lentivector transduction, 6.104 HL-1 cells were plated into each well of a 6-well 
plate and transduced overnight in 1 mL of transduction medium (OptiMEM-
GlutaMAX, Life Technologies SAS) containing 5µg/mL protamine sulfate in the 
presence of lentivectors (MOI 2). GFP-positive cells were quantified by flow 
cytometry analysis on a BD FACSVerse (BD Biosciences). HL-1 cells were 
transduced with a 80% efficiency.  
 
Reporter activity assay 
For reporter lentivectors, luciferase activities in vitro and in vivo were performed 
using Dual-Luciferase Reporter Assay (Promega, Charbonnières-les-Bains,France). 
Briefly, proteins from HL-1 cells were extracted with Passive Lysis Buffer 
(Promega France) and proteins from mice heart using PLB and a Precellys® 
homogenizer (Ozyme, Montigny-le-Bretonneux, France). Quantification of 
bioluminescence was performed with a luminometer (Centro LB960, Berthold, 
Thoiry, France). 
 
RNA purification and RT-qPCR 
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Total RNA extraction from ischemic and healthy areas was performed using TRIzol 
reagent according to the manufacturer’s instructions (Gibco BRL, Life 
Technologies, NY, USA). RNA quality and quantification were assessed by a Xpose 
spectrophotometer (Trinean, Gentbrugge, Belgium) and an automated 
electrophoresis system (Fragment Analyzer, Advanced Analytical Technologies, 
Paris, France). 
500 ng RNA was used to synthesize cDNA using a High-Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit (Applied Biosystems, Villebon-sur-Yvette, France).  
Gene expression was investigated using HotPol Evagreen Super qPCR Mix Plus 
(Euromedex, France) and performed on a StepOne sequence detection system 
(Applied Biosystems). 18S rRNA was used as a reference gene and all data were 
normalized based on 18S rRNA level. Relative gene expression was calculated 
using the 2-ΔdCTmethod. The oligonucleotide primers used are detailed in Table S4. 
 
qPCR array 
The DELTAgene AssayTM was designed by Fluidigm Corporation (San Francisco, 
USA). The qPCR-array was performed on BioMark with the Fluidigm 96.96 
Dynamic Array following the manufacturer’s protocol (Real-Time PCR Analysis 
User Guide PN 68000088). The list of primers is provided in Table S4. A total of 
1.25ng of cDNA was pre amplified using PreAmp Master Mix (Fluidigm, PN 100-
5580, 100-5581, San Francisco, USA) in the plate thermal cycler at 95C for 2min, 
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10 cycles at 95C for 15sec and 60C for 4min. The preamplified cDNA was treated 
by endonuclease I (New England BioLabs, PN M0293L, Massachusetts, USA) to 
remove unincorporated primers. 
The preamplified cDNA was mixed with 2x SsoFast EvaGreen Supermix (BioRad, 
PN 172-5211, California, USA), 50µM of mixed forward and reverse primers and 
sample Loading Reagent (Fluidigm, San Francisco, USA). The sample was loaded 
into the Dynamic Array 96.96 chip (Fluidigm San Francisco, USA). The RT-qPCR 
reactions were performed in the BioMark RT PCR system. Data was analyzed using 
the BioMark RT-PCR Analysis Software Version 2.0.  
 
Polysomal RNA preparation  
HL-1 cells  were cultured in 150-mm dishes. 15 min prior to harversting, cells were 
treated by cycloheximide at 100µg/ml. Cells were washed three times in PBS cold 
containing 100 µg/mL cycloheximide and scraped in the PBS/cycloheximide. After 
centrifugation at 3,000 rpm for 2 min at 4C, cells were lysed by 450µl hypotonic 
lysis buffer (5 mM Tris-HCL, pH7.5 ; 2.5 mM MgCl2 ; 1.5 mM KCl). Cell were 
centrifuged at 13,000 rpm for 5 min at 4C, the supernatants were collected and 
loaded onto a 10-50% sucrose gradient. The gradients were centrifuged in a 
Beckman SW40Ti rotor at 39,000 rpm for 2.5 h at 4C without brake. Fractions were 
collected using a Foxy JR ISCO collector and UV optical unit type 11. RNA was 
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purified from pooled heavy fractions containing polysomes, as well as from light 
fractions containing free RNA.  
 
Preparation of biotinylated RNA  
The FGF1, VEGFA or EMCV IRESs was cloned in pSCB-A-amp/kan plasmid  
(Agilent) downstream from the T7 sequence. The plasmid were linearized and in 
vitro transcription was performed with MEGAscript T7 kit (Ambion), according to 
the manufacturer’s protocol, in the presence of Biotin-16-UTP at 1 mM (Roche), as 
previously described (Ainaoui et al., 2015). The synthesized RNA was purified 
using  RNeasy kit (Qiagen). 
 
BIA-MS experiments 
BIA-MS studies based on surface plasmonic resonance (SPR) technology were 
performed on BIAcore T200 optical biosensor instrument (GE Healthcare), as 
described previously (Ainaoui et al., 2015, Morfoisse et al., 2016).  Immobilization 
of biotinylated IRES RNAs was performed on a streptavidin-coated (SA) sensorchip 
in HBS-EP buffer  (10mM Hepes pH 7.4, 150mM NaCl, 3mM EDTA, 0.005% 
surfactant P20) (GE Healthcare). All immobilization steps were performed at a flow 
rate of 2 µl/min with a final concentration of 100µg/ml.  
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Binding analyzes were performed with normoxic or hypoxic cell protein extracts at 
100 µg/ml over the immobilized IRES RNAs surface for 7 minutes at a flow rate of 
30 µl/min.  
The channel (Fc1) was used as a reference surface for non-specific binding 
measurements. 
The recovery wizard was used to recover selected proteins from cell protein 
extracts. This step was carried out with 0.1% SDS. Five recovery procedures were 
performed to get enough amounts of proteins for MS identification. 
LC-MS/MS analyses were performed on Bruker Amazon ETD mass spectrometer. 
 
Statistical analysis 
All statistical analyzes were performed using a two-tailed Student's t-test or one-
way ANOVA and are expressed as mean +- standard error of the mean, *p<0.05, 
**p<0.01, ***<0.001, ****<0.0001. 
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FIGURE LEGENDS 
Figure 1. Transcriptome of  (lymph)angiogenic factors in hypoxic 
cardiomyocytes. 
Total RNA was purified from HL-1 cardiomyocytes submitted to increasing times 
from 5 min to 24 h of hypoxia at 1% O2, as well as from normoxic cardiomyocytes 
as a control. cDNA was synthesized and used for a Fluidigm delta gene PCR array 
dedicated to genes related to  (lymph)angiogenesis or stress  (Table S4). mRNA 
levels are presented by histograms for the times of 4 h, 8 h and 24 h, as the fold-
change of repression  (on the left of the axis) or induction  (on the right of the axis) 
normalized to normoxia. The detailed values for all the times of the kinetics are 
presented in Table S1. 
 
Figure 2. Translatome of  (lymph)angiogenic factors in hypoxic 
cardiomyocytes.  
In order to isolate translated mRNAs, polysomes were purified on sucrose gradient 
from HL-1 cardiomyocytes in normoxia or after 4 h of hypoxia at 1% O2, as 
described in Materials and Methods. RNA was purified from polysome-bound and 
free RNA. cDNA and PCR array was performed as in Figure 1.  
 (A) Polysomes profiles obtained for normoxic and hypoxic cardiomyocytes.  
(B)mRNA levels  (polysomal RNA/free RNA) expressed by histograms as fold-
change of repression  (on the left of the axis) or induction  (on the right of the axis) 
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in hypoxia normalized to normoxia. The detailed values with all the times of the 
kinetics are presented in Table S2. 
 
Figure 3. Transcriptome and translatome of IRES-containing genes during 
hypoxia. 
mRNA level values for IRES-containing genes were selected from the transcriptome  
(A) and translatome  (B) PCR array shown in Figure 1, Figure 2, Table S1 and 
Table S2. The gene Aplnnr  (apelin receptor) was chosen as a control without an 
IRES.  (A) Total mRNA expression of IRES-containing genes during the hypoxia 
kinetics from 5 min to 24 h  (presented with different grey levels). As in Figure 1, 
mRNA expression is shown by histograms as fold-change of repression  (on the left 
of the axis) or induction  (on the right of the axis) during hypoxia normalized to 
normoxia. (B) Polysome recruitment of IRES-containing mRNAs during early 
hypoxia  (4h). VEGFC and FGF2 mRNAs, repressed in the transcriptome, were 
under the detection threshold in polysomes. 
 
Figure 4. IRES activities at different times of hypoxia. 
To measure IRES-dependent translation during hypoxia, HL-1 cardiomyocytes were 
transduced with bicistronic dual luciferase lentivectors containing different IRESs 
cloned between the genes of renilla  (LucR) and firefly  (LucF) luciferase  (A). 
Bicistronic vectors have been validated to measure IRES activities: the first cistron 
LucR is cap-dependent whereas the second cistron LucF is IRES-dependent 
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(Creancier et al., 2000). Lentivectors constitute a powerful tool to obtain efficient 
gene transfer when cells, such as HL-1 cardiomyocytes, are not efficiently 
transfected with plasmid DNA. Bicistronic lentivectors have been successfully used 
to analyze IRES activities in tumor cells  (Morfoisse et al., 2014a, Morfoisse et al., 
2016)...   (B-D) Transduced cardiomyocytes were submitted to 4h, 8h or 24h of 
hypoxia and luciferase activities measured. IRES activities during hypoxia, 
expressed as LucF/LucF, are normalized to normoxia:  (B) FGF IRESs,  (C) VEGF 
IRESs,  (D) non angiogenic IRESs. 
 
Figure 5. BIA-MS analysis of IRES-bound proteins in hypoxic cardiomyocytes. 
Biotinylated IRES RNAs were transcribed in vitro and immobilized on the 
sensorchip of the BIAcore T200 optical biosensor device  (A). Total cell extracts 
from normoxic or hypoxic HL-1 cardiomyocytes were injected.  (B) Bound 
proteinswere recovered as described in Mat. & Meth. and identified by mass 
spectrometry  (LC-MS/MS) after tryptic digestion  (Table S3).   (C) The ability of 
vasohibin-1  (VASH1), identified in Table S3, to bind RNA was assessed in silico 
using the BindN software  (http://bioinfo.ggc.org/bindn/). Binding residues are 
labeled with "+" ans in red, non-binding residues labeled with "-" and in green. The 
confidence level is indicated from level 0  (lowest) to 9  (highest). 
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Figure 6. Regulation of VASH1 expression in cardiomyocytes and role in the 
control of the IRES activities. 
VASH1 gene regulation was analyzed in HL-1 cardiomyocytes in response to 
hypoxia at the transcriptome  (A) and translatome  (B) levels.  (A) Total RNAs were 
purified from cardiomyocytes in normoxia, or submitted to 4 h, 8 h or 24 h of 
hypoxia.  (B) Polysomal RNA was purified from cardiomyocytes in normoxia of 
after 4 h of hypoxia. In  (A) and  (B),VASH1 mRNA level was measured by RT 
qPCR.  
 (C) VASH1 knock-down was perfomed in HL-1 cardiomyocytes  using an siRNA 
Smartpool  (siVASH1), compared to a control siRNA  (sicontrol). VASH1 mRNA 
level was measured by RT qPCR. 
 (D) The knock-down experiment was performed on cardiomyocytes transduced by 
a set of IRES-containing lentivectors used in Fig. 4. After 4h of hypoxia, IRES 
activities  (ratio LucF/LucR) were measured in cell extracts. The IRES activity 
values have been normalized to the control siRNA.  
 
 
 
Figure 7. Effect of VASH1 knock-down on the translatome of hypoxic 
cardiomyocytes.  
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Study of the effect of VASH1 knock-down on the translatome. Polysomal RNA was 
purified from HL-1 cardiomyocytes treated with the VASH1 siRNA and mRNA 
levels were analyzed using the Fluidigm Deltagene PCR array described in Figures 
1 to 3.  The detailed values are shown in Table S2. 
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           Table S5 
   siControl 5’          3’ siVASH1 5’           3’ 
ACCAAAUGUACAGCUGAUU GACACUAGGACCCUUAAAU 
ACCAAAUGUACAAAAGACU CGAAGUUCUGGAUAAAGAG 
ACCAAAUGUACAAAAGGAU CCCUCCUGGACUACAUGUU 
ACCAAAUGUACAACACACU CAUGUUAGUGUGUCCCUGU 
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Discussion 
 
 
Les résultats de cette thèse démontrent que la régulation de la traduction est un 
processus complexe et fondamental de l’expression des gènes. La traduction 
alternative par le mécanisme à IRES est régulée par les acteurs majeurs qui sont les 
ITAF. Plusieurs paramètres sont essentiels dans cette traduction : le type cellulaire 
et le stimulus. 
 
 
Un ITAF serait-il stress-dépendant ? 
Le premier chapitre sur l’étude sur l’activité de l’IRES du FGF1 durant la 
différenciation myoblastique révèle une activité IRES-dépendante du promoteur 
qui est orchestrée par les ITAF p54nrb/NONO et hnRNPM. Dans le troisième 
chapitre l’IRES de FGF1 est activé par l’ITAF VASH1 en réponse à une hypoxie 
précoce dans les cardiomyocytes. Ces données suggèrent que l’activation de l’IRES 
de FGF1 recrute un ITAF spécifique selon le stimulus perçu. 
Dans le deuxième chapitre, l’IRES du VEGFD est activé par l’ITAF nucléoline lors 
du choc thermique. En revanche, la nucléoline n’a pas était identifié en hypoxie. La 
nucléoline serait-elle l’ITAF des  autres VEGF à 8h en hypoxie ? 
Un ITAF serait-il stimulus-dépendant ? Pour cela, il faut étudier l’effet de 
p54nrb/NONO et hnRNPM dans les cardiomyocytes en hypoxie et inversement, 
étudier si VASH1 active l’IRES de FGF1 durant la différenciation myoblastique. Il 
faut également étudier l’effet de la nucléoline sur les VEGF à 8h en hypoxie dans 
les cardiomyocytes. 
 
 
Les paraspeckles ont-ils un lien avec les IRES ? 
Cependant, l’interaction de p54nrb/NONO et hnRNPM a été déjà montréeen 
2010 par Marko et ses collègues. Ces auteurs ont montré également la localisation 
de ces protéines dans le noyau en liaison avec une autre protéine PSF, composant 
de corps nucléaires appelés “paraspeckles” dans les cellules cancéreuses (Markoet al, 
2009). Ces paraspeckles se forment dans des situations pathologiques comme lors 
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de la différenciation cellulaire et lors du stress, le cancer aété identifié plus tard (Fox 
et al, 2002, Imamura et al, 2014, Choudhry et al, 2015, Chen and Carmichael, 2009). 
Le long non-codant Neat1, est un marqueur de stress essentiel à la formation de ces 
paraspeckles. Les conditions de formation des paraspeckles sont similaires aux 
conditions d’activation des IRES. Nous avons identifié une corrélation entre la 
formation des paraspeckles et l’activation des IRES lors de la différenciation 
myoblastique et lors du stress hypoxique à 4h dans les cariomyocytes et à 24h dans 
les cellules tumorales (Godet et al, non publié). De plus dans le noyau, les 
paraspeckles sont localisés près des espaces interchromatiniens et enrichis en 
facteurs d’épissage (Fox et al 2002). Ces données corrèlent avec l’implication de 
p54nrb/NONO et hnRNPM quant à  leur fonction facteur de transcription du 
promoteur du gène FGF1. Nos résultats montre que Neat1 est surexprimé en 
hypoxie et retrouvé dans les polysomes. Le long ARN non-codant Neat1 serait-il 
un ITAF, impliqué dans l’activation de l’IRES de FGF1 ? 
 
En effet, il a été rapporté qu'il interagit avec p54nrb/NONO, elle-même identifiée 
an tant qu'ITAF. Neat-1 pourrait intervenir dans la formation de l'IRESsome. La 
localisation de Neat-1 dans les polysomes (alors qu'il est décrit comme étant 
uniquement nucléaire) suggère aussi son implication dans la régulation de la 
traduction. 
Il faut vérifier l’implication de ce long ARN non-codant dans l’activation de l’IRES 
de FGF1 en hypoxie. 
 
 
Y aurait-il des ITAF responsablesde chaque vague d’activation ? 
Dans les cardiomyocytes, les résultats de l’activation des IRES  
(lymph)angiogéniques montrent deux vagues d’activation. Les IRES de la famille 
des FGF sont activés à 4h et ceux de la famille des VEGF sont activés à 8h. Ces 
vagues d’activation semblent fonctionner comme des régulons. Ce concept de 
régulon traductionnel a déjà été démontré dans la famille les gènes Hox dans le 
développement. Les ARNm des gènes hox possèdent un IRES qui est activé par 
RPL18 (Xue et al, 2015).  
Il serait intéressant de déterminer les ITAF responsables des vagues d’activation 
des IRES en réponse à l’hypoxie précoce dans les cardiomyocytes.	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La vasohibine 1 active spécifiquement l’IRES de FGF1 mais n’agit pas sur l’IRES 
de FGF2 à 4h en hypoxie. Curieusement, l’activation de l’IRES de FGF2 est 
maintenue jusqu’à 8h.  
L’IRES de FGF2 serait-il activé par d’autres ITAF ? 
Nos résultats sur la qPCR à haut-débit avec l’invalidation de VASH1 montre un 
effet de VASH1 sur de nombreux gènes. Les données suggèrent que VASH1 
activerait également d’autres IRES.  
 
 
La double fonction de VASH1  
De façon surprenante, l’invalidation de VASH1 augmente l’activation de l’IRES de 
VEGFAa. VASH1 serait un ITAF répresseur de VEGFAa. VASH1 serait un ITAF 
à  double rôle : activateur de l’IRES de FGF1 et inhibiteur de l’IRES de VEGFAa 
en hypoxie dans les cardiomyocytes. La littérature a montré que la protéine HuR 
est un ITAF activateur de l’IRES de XIAP et de HIF-1A mais également un 
répresseur de l’IRES de IGF1R et BCLx (Meng et al, 2005, Durieu et al, 2011, 2013 
Galban et al,  2008). Ces deux fonctions peuvent être expliquées par l’existence de 
deux isoformes de VASH1. Il serait intéressant de déterminer l’isoforme 
responsable de l’activation de l’IRES de FGF1 et l’inhibition de l’IRES de 
VEGFAa en réponse à l’hypoxie dans les cardiomyocytes.  
 
VASH1 aurait-elle un IRES régulé par HuR ? 
VASH1 est connu commun gène anti-angiogenique (Watanabe et al, 2004, Sonoda 
et al, 2006). Ce qui corrobore avec son rôle en qu’ITAF répresseur de VEGFAa 
dans les cardiomyocytes en hypoxie.  En revanche, il pourrait être un activateur 
comme dans le cas de FGF1 ; ces différentes fonctions seraient liées à son 
expression en fonction du tissu. En effet VASH1 n’est pas exprimée dans les 
cellules cancéreuses mais nos résultats révèlent qu’elle est fortement exprimée dans 
les cardiomyocytes en hypoxie (Watanabe et al, 2004). Outre sa fonction anti-
angiogénique, Miyashita et ses collègues ont montré que VASH1 est impliquée dans 
la tolérance au stress. VASH1 améliore la tolérance au stress des cellules 
endothéliales en induisant l’expression de SOD2 et SIRT1 (Miyashita et al, 2012). 
De plus sa synthèse protéique est activée par HuR en réponse au stress en se fixant 
sur sa région 3’UTR dans les cellules endothéliales (Miyashita et al, 2012) avec une 
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expression transcriptionnelle inchangée. Ces résultats sont retrouvés dans les 
cardiomycocytes en réponse à l’hypoxie, VASH1 est induite au niveau de la 
traduction mais pas au niveau de la transcription en réponse à l’hypoxie.  
L’ARNm deVASH1 possèderait-il un IRES régulé par HuR ? De plus, dans la 
littérature, HuR a été décrit comme un ITAF (Yeh et al, 2008, Galban et al, 2008, 
Durie et al, 2011). 
 
 
L’importance des partenaires protéiques  
L’étude sur l’activité de l’IRES du FGF1 durant la différenciation myoblastique 
révèle une activité IRES-dépendante du promoteur qui est orchestrée par les ITAF 
p54nrb/NONO et hnRNPM. Concernant la fonction de ces ITAF, hnRNPM est 
impliqué dans l’épissage et p54nrb/NONO a un rôle dans le couplage transcription-
épissage (Hovhannisyan and Carstens 2007, Pandit et al, 2008). De plus, 
p54nrb/NONO a été déjà décrit comme ITAF des IRES c-, L-, et N-myc et 
APAF-1 (Cobbold et al, 2008). Dans ce travail l’interaction de p54nrb/NONO et 
hnRNPM leur confère un nouveau rôle dans la stimulation de la différenciation 
myoblastique par l’activation de l’IRES du FGF1 dépendant du promoteur. Ces 
protéines sont multifonctionnelles. Ces données révèlent l’importance du partenaire 
protéique pour définir leur fonction. 
 
 
L’importance de l’évènement nucléaire  
Ce travail rejoint de nombreuses publications montrant l’importance de 
l’évènement nucléaire. Nos résultats sur l’activation de l’IRES de VEGFD 
montrent que la nucléoline est exportée dans le cytoplasme pour activer l’IRES de 
VEGFD en réponse au choc thermique. Deux mécanismes sont alors émis : (i) les 
ITAF servent à retenir les ARNm dans le noyau avant leur relargage dans le 
cytoplasme en réponse à un stimulus spécifique, (ii) les ITAF sont séparés des 
IRES dans le noyau en attendant le signal d’un stress pour être relargués dans le 
cytoplasme afin d’activer l’IRES. Il serait important d’élucider ces mécanismes en 
suivant la localisation de l’ITAF avec l’activation de l’IRES cible. 
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Modèle non-tumoral pour l’étude de l’angiogenèse en hypoxie  
Les cardiomyocytes HL1 sont de bons modèles pour étudier la réponse au stress et 
l’expression de facteurs de croissance angiogéniques. Les cardiomyocytes HL1 
présentent le même phénotype que les cardiomyocytes adultes avec les mêmes 
propriétés morphologiques, électrophysiologiques et biochimiques (Claycomb et al, 
1998). En ce qui concerne le stress hypoxique, les cellules cancéreuses sont 
résistantes par conséquent les IRES sont activés plus tardivement (Braunstein et al, 
2007, Morfoisse et al, 2014). Les cardiomyocytes sont donc de bons modèles pour 
étudier la régulation de la traduction par le mécanisme à IRES en réponse à une 
hypoxie précoce. De plus, les cardiomyocytes HL-1 sont facilement transduits par 
les lentivecteurs pour un bon suivi de l’expression des transgènes à long terme.  
 
 
L’importance de l’étude des ITAF dans la thérapie génique et comme 
nouvelles cibles thérapeutiques 
La régulation de la traduction IRES-dépendante est très complexe et nécessite 
encore beaucoup d’investigations pour être élucidée. Les ITAF sont des acteurs 
importants pour réguler finement cette traduction. Comme je l’ai mentionné dans 
l’introduction, actuellement la thérapie combinée s’avère indispensable. Dans ce 
contexte l’IRES est un outil prometteur pour l’expression de transgènes. Par 
conséquent, les résultats cette thèse rappellent l’importance du rôle des ITAF en 
fonction du type de stress et du type cellulaire. Ils fournissent des données 
importantes pour la vectorologie, car le choix des IRES à utiliser pour créer des 
vecteurs de transfert de gène pour la thérapie génique de l'ischémie cardiaque.  
Il a aussi été montré que les IRES sont responsables de l'activation de l'expression 
génique dans des situations pathologiques, notamment dans les cellules cancéreuses 
(Marcel et al, 2013). Avec le concept de régulon traductionnel qui est apparu pour 
les IRES, les ITAF identifiés constituent donc de nouvelles cibles potentielles pour 
bloquer  (ou activer) de manière concertée l'expression de familles de gènes. 
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